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A. Borrel avait & peine soutenu sa these, & Montpellier, sur 
Pépithélioma, qu'il eutrait & l'Institut Pasteur, dans le labo- 
ratoire de Metchnikoff, en 1892. Il y entrait du vivant de 
Pasteur; il a vécu les neuf trop bréves années de la direction 
de Duclaux et le long régne de Roux; c’est encore comme pas- 
torien quila dirigé | Institut d’Hygiéne de Strasbourg, a partir 
de 1919. Bien peu de ses collégues ont appartenu aussi long- 
temps 4 notre maison : si, comme on pouvait y compter, il 
avait vécu quelques années de plus, il aurait achevé un demi- 
siécle de vie pastorienne. 

Presque tous les grands problémes de la microbiologie pen- 
dant ces quarante-quatre années — phagocytose, microbes 
filtrables, parasites des ltissus, cytologie et parasitologie des 
tumeurs, bactériophagie, culture des tissus — se reflétent 
dans son ceuvre; non qu'il se soit dispersé, mais, au contraire, 
parce qu'il s’est concentré sur le probleme qui a occupé toute 
sa carriére : le probleme du cancer. 

Sa vie scientifique, d’étape en étape, a été vouée surlout a la 
cytologie expérimentale, en vue de la solution de ce probléme. 
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Son ceuvre, c’est ce qu'il a semé et récolté le long et sur les 
cotés de cette route. 

C’est déja la prolifération cellulaire qui l’inléressait dans ses 
deux premiers mémoires sur la genése du tubercule dans le 
poumon et dans le rein, qui sont restés classiques : 

Il inocule des bacilles de Koch par voie veineuse & des lapins 
et & des cobayes, et, sacrifiant les animaux apres des délais 
variés, il suit les étapes de la tuberculose par l’examen histolo- 
gique de ces organes; il observe la phagocytose des bacilles par 
les polynucléaires et l’englobement de ces cellules chargées de 
germes par les mononucléaires. Ceux-ci, en se fusionnant, 
constituent les cellules géantes, origine des tubercules d’inva- 
sion situés dans les capillaires pulmonaires. A ce processus, 
succedent la nécrose des tubercules, le transport des bacilles 
par les voies lymphaliques et la formation, dans le systeme 
lymphatique, de tubercules secondaires ou tubercules de 
eénéralisation. En démontrant que la granulation tubercu- 
leuse est une production exclusivement lymphatique, Borrel 
mettait fin 4 la confusion encore régnanle sur Vhistogenése des 
lésions bacillaires élémentaires. 

La tuberculose et la tuberculine n’ont jamais cessé d’inté- 
resser notre collégue; il leur a consacré nombre de notes et de 
mémoires qui portent la marque de son originalité. 

Captivé par la question des virus filtrables, sa participation 
a la découverte du microbe de la péripneumonie lui suggdére 
que ces prétendus invisibles peuvent étre figurés et visibles. 
Son attention se porte surtout sur les maladies comme la vac- 
cine, la variole, la clavelée qu’il groupe sous le nom d’épithé- 
lioses en raison de ce fait que les virus invisibles dont elles 
relévent se localisent dans les cellules épithéliales et pro- 
voquent leur prolifération. 

Ses recherches sur la clavelée l’ont amené & découvrir un 
procédé trés ingénieux de production en masse de claveau pur 
(au moyen d’un vaste pustule sous-culanée) et une méthode 
efficace de sérothérapie, qui continuent & étre appliqués dans 
la prophylaxie de la clavelée par les virus sensibilisés. 

A. Borrel essaya, d’autre part, de « grossir » les particules 
constitutives des virus invisibles jusqu’a les rendre accessibles 
a Vexamen direct, et, grace & la méthode de surcoloration 
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aprés mordancage par l’encre de fuchsine, il parvint & déceler, 
notamment dans la vaccine, des grains minuscules, de forme 
bien définie, qu'il considérait avec vraisemblance comme les 
parasites spécifiques de la maladie. 

La question des épithélioses occupa son activité jusqu’a la 
fin de sa vie; sa derniére note est relative & la dualité du virus 
vaccinal, dont il met en évidence deux types, l’un purement 
é6pithéliosique, l'autre mixte, épithélioso-mésodermique. 


Dans sa thése de Montpellier, puis dans une série de travaux 
faits & l'Institut Pasteur, il dissipe lillusion produite, aux 
derniéres années du x1x° siécle, par les pseudo-parasites du 
cancer, coccidies et autres, qu'il explique par des phénoménes 
cytologiques; mais il découvre l’existence, ou approfondit 
étude, d’autres parasites, bien réels. 

Il observe, chez le rat, des tumeurs du foie provoquées par les 
cysticerques du Tenia crassicollis, ouvrant ainsi une voie 
féconde oti devaient se multiplier les découvertes sur le réle 
des Helminthes dans |]’étiologie du cancer. A Vorigine de 
diverses autres tumeurs, il retrouve des parasites, des Demodex 
dans les épithéliomas cutanés au début, de curieux Nématodes 
dans les cancers du goudron de la souris. Mais, pour Borrel, 
ces parasites ne sont pas la cause directe de l’hyperplasie, car, 
souvent, l’organisme en est infesté sans que la prolifération 
cellulaire s’ensuive. Pour que la tumeur puisse prendre nais- 
sance, il faut qu'un second facteur intervienne : c’est le virus 
cancéreux que le parasite inocule dans la cellule sensible. 

Quelle est cette cellule réceptrice du virus? L’histoire des 
mélanomes, les faits bien connus d’une transformation de nevi 
pigmentaires en carcinomes, sont |’indice d'une relation étroite 
entre le systeme pigmentaire et la genése des tumeurs. Borrel 
se demande si les cellules pigmentaires ne sont pas précisé- 
ment les éléments cherchés, dans lesquels Je virus hypothétique 
du cancer doit étre inoculé pour donner lieu 4 une tumeur. 
Cette idée le conduisit & entreprendre une vaste enquéte sur le 
systeme pigmentaire dans la série animale, enquéte dot: devait 
sortir une de ses plus originales conceptions. Ses recherches, 
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qu’il fit porter d’abord sur les Batraciens, pour les étendre 
ensuite aux groupes les plus variés (Planaires, Céphalopodes, 
Oiseaux, Mammiféres, etc.), lui firent concevoir le systeme pig- 
mentaire sous Ja forme d’un réseau plasmodial continu, sorte 
de « quatriéme feuillet » interposé entre le mésoderme d’une 
part, l’'ectoderme ou l’endoderme d’autre part. Le réseau plonge 
ses racines respectivement dans le mésoderme et dans l’ecto- 
derme (ou l’endoderme); il est le siége d’une circulation inces- 
sante de matériaux divers qu’il transporte, dans les deux sens, 
dun feuillet & l'autre. Parmi les matériaux ainsi transporlés, 
figurent des grains de pigment et des substances nutrilives, d’ot 
le nom de réseau tropho-pigmentaire donné par Borrel a ce 
systéme. Mais le réseau peut aussi servir de voie de transport 
a des virus et, en particulier, au virus du cancer. Si bien qu’1] 
est possible de schématiser, de facon peut-étre un peu excessive, 
la théorie de Borrel sous la forme suivante : le virus cancéreux, 
répandu dans le milieu extérieur, est inoculé, par un parasite 
ou par tout autre moyen, dans le réseau pigmentaire, seul 
élément de l’organisme apte a le recevoir; puis il est transporté, 
par la voie de ce réseau, jusqu’aux cellules dont il provoquera 
la prolifération, jusqu’aux cellules épithéliales, par exemple, 
s'il s’agit d’un épithélioma. 


Nous ne pouvons ici que mentionner ses recherches péné- 
trantes, ingénieuses, utiles, sur des sujels variés : inoculations 
de la toxine tétanique dans les divers tissus et organes; idée 
du tétanos splanchnique, réalisé par J. Binot; travail sur 
le tétanos cérébral et essais de sérothérapie antitétanique 
chez le cobaye (en collaboration avec Roux); affections pulmo- 
naires chez les Troupes noires amenées en France pendant la 
guerre. 

C’est pour ainsi dire le « complexe » de ses travaux sur le 
cancer qui exprime le mieux son tempérament de savant pri- 
mesautier et artiste : une intelligence curieuse et observatrice 
qui voyait nettement les fails; une imagination qui en tirait, 
sans se duper elle-méme, des images variées et parfois exagé- 
rées; les inventions techniques toutes personnelles, en appa~ 
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rence fantaisistes et souvent heureuses, par exemple l’énorme 
pustule claveleuse couvrant les flancs du mouton, l’wil du 
lapin mis 7m toto en chambre humide, la peau tout entiare 
d'une souris étalée, clivée et colorée. Il avait des moments de 
fiévre histologique ou, comme on le raconte du jeune Ehrlich, 
il se plongeait dans les colorants, si bien que Roux le carac- 
térisait par une citation de Voltaire : « Ce petit homme, tout 
parfumé de girofle ». 

Sa curiosité et son ingéniosité débordaient les frontiéres de 
la microbiologie : il cherchait (avec des levures) un procédé de 
photographie en couleurs; il agencait des masques contre les 
gaz; non content de colorier ses propres dessins histologiques, 
il s’essayait & peindre des paysages. Pour répandre l’hygiéne, 
il a écrit des articles remarquables par la verve et le style. Il y 
ad’ailleurs bien des expressions pittoresques dans ses mémoires 
scientifiques, soit qu'il montre les cellules cancéreuses, nouvel- 
lement formées, se mobilisant « en file indienne » a travers 
les tissus, soit qu'il décrive ces gites de cellules lymphatiques 
réactionnelles « aussi caractérisliques qu’un gite de liévre ». 


*” 
* * 


Borrel a professé et praliqué pour l’Instilut Pasteur un atta- 
chement constant et inaltérable; d’autres ont pu élre aussi 
dévoués a notre maison, nul n’a pu |’étre davantage. I] voulait 
étre au courant de tout et vibrait & tous les événements. Il a 
été désintéressé, indifférent aux profits d'argent. Avec un vif 
amour-propre, il n'a jamais été envieux; les querelles de 
priorité lui répugnaient : « Ce qui compte, disait-il, c’est que 
le travail se fasse ». Son culte pour Pasteur, sa fervente admi- 
ration pour Duclaux, son affectueux attachement pour Roux, 
sa générosité de sentiments agissaient aulour de lui comme une 
force bienfaisante. 

Au cours annuel de l'Institut, pendant vingt ans, il a donné 
beaucoup de son temps et de son zéle. Ses éléves, répandus de 
par le monde, en apprenant qu'il est mort, le reverront, dans 
leur mémoire reconnaissante, animé, passionné, répétant sans 
se lasser une manipulation pour l’enseigner par |’exemple, cor- 
rigeant l'un, encourageant l’autre, accompagné a travers le 
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grand laboratoire par un cercle d’éléves conquis par son ardeur 
contagieuse, Quoiqu’il fit pluldt, par nature, un chercheur 
individualiste et méme solitaire, les jeunes étaient attirés par 
sa personnalité et par les sujels qu'il étudiait, et son laboratoire 
fut toujours rempli de travailleurs. ; 

De son Midi, d’ou il nous est venu, il tenait a Ja fois le bril- 
lant et le sérieux, le don de s’exprimer et Ja faculté de se taire. 
Comme le pli de terrain ot sa maison familiale de Montmajou 
avait cherché l’ombre, entre des vignes et des garrigues, il por- 
tait !empreinte latine (peut-élre moins italienne qu’espagnole) 
de sa vieille province frangaise. 

Borrel a inscrit son nom dans plusieurs chapitres de la 
microbiologie. Quand des siécles auront passé, retenant d peine 
les plus grandes gloires, effacant les notoriélés les mieux 
méritées, il restera quand méme ]’un de ceux qui ont bien 
contribué au renom de I’'Instilut Pasteur. 


L’EPITHELIOMA INTRACUTANE DU LAPIN 
ET SON POUVOIR IMMUNISANT 


(DEUXIEME MEMOIRE) 


par A. BESREDKA et L. GROSS. 


Kn terminant notre premier mémoire sur |’immunisation du 
lapin contre l’épithélioma par la voie intracutanée [5], nous 
avons indiqué qu'il nous restait & élucider les trois points sui- 
vants 

A. Cetle immunisation est-elle spécifique? 

B. Peut-elle étre obtenue autrement que par la voie intra- 
cutanée? 

C. Quel en est le mécanisme? 

Avant d’exposer les expériences ayant trait & ces questions, 
faisons un bref historique des divers essais d’immunisation 
contre les tumeurs malignes, faits dans les trente-quarante 
dernitres années. Les résumer tous serait une lache aussi 
ingrate que difficile, en raison des affirmations le plus souvent 
insuffisamment étayées sur des expériences, sinon contradic- 
toires. Ce qui frappe surtout a la lecture de ces mémoires, c’est 
la facilité avec laquelle limmunité antinéoplasique semble 
pouvoir étre réalisée. Que l’on emploie des émulsions d’organes 
normaux ou de tumeurs avirulentes, que l’on s’adresse a des 
animaux radicalement opérés ou porteurs de tumeurs, on ne 
manque guére, d’aprés les auteurs, de constater l’immunité 
lors de la réinoculation; d’aucuns ont réussi & vacciner les 
animaux en liant simplement les vaisseaux de la rate ou bien 
en irradiant cette derniére 4 travers une fenétre pratiquée a la 
paroi abdominale. 

L’immunité passive, & en juger par cerlaines publications, 
ne semble pas non plus difficile 4 réaliser : le sérum des lapins 
préparés avec des tumeurs de rats ou de souris ou le sérum 
des animaux ayant résorbé ces tumeurs ou naturellement 
réfractaires, serait apte & conférer cette immunilé. 
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La splénectomie est souvent invoquée aussi comme un fac- 
teur important dans I’évolution des tumeurs. A cet égard, les 
avis sont trés partagés: nous avons pu relever une douzaine de 
mémoires ou cetle opération s’avérait susceptible d’amoindrir 
la résistance aux tumeurs et presque autant de mémoires ou 
cet amoindrissement n’a pas pu étre observé. 

Ces divergences, critiquées sévérement par certains au- 
teurs (1), s'expliquent vraisemblablement par la virulence iné- 
gale des tumeurs sur lesquelles portaient les expériences. 
Quand la tumeur est peu virulente, au point de laisser indemne 
une certaine proportion de témoins, on peut s’attendre & des 
variations de résistance, sans que cette derniére puisse étre 
considérée comme l’expression d’une immunité spécifique. De 
Ja, contradictions apparentes qui déroutent le lecteur; nous y 
avons fait déja allusion ailleurs [2]. 

Nous devons signaler cependant une observation qui revient 
de temps en temps sous la plume des auteurs. Elle est, 4 notre 
avis, d’une valeur capitale, bien que ceux qui la cilent n'y 
attachent pas une importance particuliére; nous avons en vue 
Ja résorption spontanée des tumeurs, qui laisse aprés elle une 
immunité solide et durable. Cette constatation a été faite par 
Clowes, Gaylord et Baeslack chez des souris carcinomateuses, 
encore en 1905; l’année suivante, chez les chiens inoculésavec du 
lympho-sarcome, par Sticker, éléve d'Ehrlich, puis, par Lewin, 
en 1908, chez les rats carcinomateux. Depuis, des faits de méme 
ordre ont été observés par d'autres expérimentateurs chez des 
rats, souris et lapins. Il s'agissait, dans la plupart des cas, de 
la résorption des tumeurs sous-cutanécs; le méme phénoméne 
a été observé également & propos des tumeurs inoculées dans 
les muscles, dans la peau, dans le péritoine et dans les 
testicules. 

Comme nous venons de Vindiquer, les auteurs ne s’appesan- 
tissaient pas autrement sur ces résorptions spontanées ; encore 
moins soulignaient-ils le caractére spécifique de l’immunité 
qui s’ensuivait. On le concoit d’ailleurs aisément: de 
avis général, surtout & la suile des recherches de Jensen, 


(4) Upon most of the points investigated, the evidence is conflicting to a 
surprising and bewildering degree (Lumsden) [28]. Beaucoup de travaux parus 
A ce sujet sont qualifiés de « ridiculous » par Woglom [43] 
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Ehrlich, Borrel et Bridré, Schéne, Bashford, Lewin et d’autres 
encore, il paraissait déja facile d’obtenir l'immunité au moyen 
de |’émulsion d’organes normaux; d’autre part, comme les cas 
de résorption spontanée des tumeurs malignes sont, en général, 
rares et imprévisibles, on ne pouvait évidemment en faire un 
point de départ de recherches suivies. 


A. — L’immunité contre wL’keitHeuiomaA pe Brown-PEarce 
REALISEE PAR LA VOIK INTRACUTANEE, EST-ELLE SPECIFIQUE? 


Rappelons que le probléme de la spécificité a élé déja lon- 
guement examiné par nous a propos des tumeurs de la souris ; 
nous avons montré qu’en cas de tumeur bien virulente, qu'il 
s’agisse du sarcome d’Ehrlich ou de l’adéno-carcinome, aucun des 
procédés non spécifiques ne nous donna une immunité com- 
parable a celle que confére l’injection d’une faible quantité de 
la méme tumeur dans Ja peau [2]. 

Notons ici que, vu les difficultés que l’on rencontre pour 
vacciner la souris, nous nous sommes adressés au lapin; c’est, 
d’aprés nous, l'animal de choix pour les expériences sur Vim- 
munité. 


Expérience I. — Elle a porté sur 4 lapins : n°* 79, 80, 9, 10. 

Lapin n° 79. — 30 janvier : on injecte dans la peau, en quatre points diffé- 
rents, une émulsion chargée de cerveau normal de lapin. On attend que la 
résorption soit terminée. Le 10 février, on renouvelle l’opération dans les 
mémes conditions. Quinze jours aprés, toute la masse cérébrale est résorbée. 

Lapin n° 80. — 30 janvier : on injecte sous la peau une émulsion chargée 
(2 c.c. 5) de cerveau normal de lapin. Le 10 février, on renouvelle l'injection 
sous-cutanée. 

Le 26 février, on inocule aux 2 lapins (n°s 79 et 80), ainsi qu’a 2 témoins 
(nes 9 el 10), sous la peau, A chacun, 5 cent. cubes d’émulsion de tumeur épi- 
théliomateuse. Dans les jours qui suivent, on voit apparaitre, chez les 
4 lapins, des tumeurs caractéristiques qui augmentent progressivement de 
volume. A un moment donné, la croissance des tumeurs s’arréte, aprés quoi, 
celles-ci commencent 4 régresser. Vers le 410 avril, les tumeurs sont a peu 
prés complétement résorbées. Aucune différence n’a pu étre constatee dans 
lévolution des tumeurs entre les témoins et les animaux préparés. 


Expérience Il. — Elle a porté sur plusieurs lapins dont les uns étaient pré- 
parés au moyen du cerveau de lapin normal et d'autres, au moyen de la sub- 
stance splénique. En voici quelques exemples : 

Lapin n° 82. — 30 janvier : on injecte dans la peau, en cing points différents, 
lémulsion d’une rate entiére d’un lapin neuf. Le 10 février, on renouvelle 
Vinjection intracutanée d'une rate enliére. Le 21 février, oo inocule 3 c.c. 4 


346 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


démulsion épithéliomateuse sous la peau. Le lapin est mort le 44 avril. A 
l'autopsie, il a été constalé une grande tumeur sous-cutanée et plusieurs 
tumeurs métastasiques dans l’abdomen. 

Un autre lapin (n° 20), préparé de la méme facon, fut inoculé dans la suite 
par la voie intracutanée. 

Lapin n° 20 — Le 2 mars, on injecte dans la peau, en quatre points diffé- 
rents, une émulsion d’une rate entiére d’un lapin normal. Le 13 mars, on 
inocule dans la peau, en trois points, 4 cent. cubes d’émulsion d’épithélioma. 
Le 18 mars, on constate trois tumeurs intracutanées caractéristiques, qui 
augmentent les jours suivants. 

Lapins n° 55 et n° 56. — Le 24 mars, on leur injecte dans la peau, en cing 
points différents, une émulsion chargée de cerveau de lapin neuf. 

Le 4 avril, on leur inocule, ainsi qu’&A 2 témoins, dans la peau, en trois 
points, 4 cent. cubes d’émulsion épithéliomateuse. 

Dans la suite, on voit apparaitre des tumeurs intracutanées chez les 4lapins; 
mais, alors que la résorption s’effectue rapidement chez les lapins préparés 
au moyen de l’émulsion cérébrale, les tumeurs ont évolué, comme d’ordi- 
naire, chez les lapins témoins. 


I] ressort de ces expériences, ainsi que d’autres semblables, 
que nous jugeons inutile de citer ici, que : ‘ 

1° L’injection préventive de la rate normale sous la peau ou 
dans Ja peau ne préserve pas l’animal contre l’épithélioma, que 
ce dernier soit inoculé sous la peau ou dans la peau; 

2° L’injection préventive de cerveau normal sous la peau ou 
dans la peau ne préserve pas l’animal contre l’épithélioma 
inoculé sous la peau, mais exerce souvent une action protec- 
trice certaine, sinon complete, contre l’épithélioma inoculé par 
la méme voie, c'est-a-dire dans la peau. 

Ajoutons que dans d’autres expériences, que nous nous bor- 
nons seulement & signaler ici, nous avons constaté que les 
lapins qui avaient regu de la substance cérébrale dans la peau 
n’étaient point préservés contre l’inoculation de l’épithélioma 
dans Jes testicules. 

L’injection d’organes normaux — cerveau ou rate — est donc 
incapable de créer une véritabie immunité contre l’épithélioma. 
Quant a la propriété du cerveau normal, injecté dans la peau, 
de préserver dans certains cas l’animal contre l’épithélioma 
inoculé également dans la peau, elle doit étre de méme ordre, 
a notre avis, que celle consécutive a l’injection dans le péri- 
toine d’eau physiologique ou de sérum normal, vis-a-vis des 
microbes ineculés dans le péritoine. 

Dans les conditions d’expériences dans lesquelles nous avons 
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opéré, il nous fut donc impossible de constater une immunité 
rappelant, méme de loin, celle que nous avons décrile a la suite 
de V'injection de Ja tumeur par la voie intracutanée [5]. 

Il nous fut également impossible de constater l’immunité 
que certains auteurs ont observée chez des animaux porteurs 
de tumeurs (« résistance concomitante »). En voici un exemple: 


Lapin n° 5. — Le 27 février, on inocule sous la peau du flane droit, 8 cent. 
cubes d’émulsion épithéliomateuse. Le 13 mars, on constate la présence d’une 
tumeur sous-cutanée, grande comme un ceuf de poule. Ce méme jour (13 mars), 
on inocule sous la peau du flane gauche, c’est-a-dire du cdté opposé, 4 cent. 
cubes d’émulsion épithéliomateuse. Quelques jours aprés, on constate une 
tumeur caractéristique de chaque coté. Le 26 mars, le lapin est sacrifié : la 
tumeur du coté droit pése 50 grammes, celle du coté gauche pése 15 grammes. 
On trouve, en plus, de nombreuses métastases dans le foie, les reins et les 
ganglions lymphatiques. 


Bref, dés qu’on a affaire & une tumeur virulente qui, ino- 
culée au lapin, donne un résultat positif dans tous les cas, ce 
n'est, jusqu’a nouvel ordre, que Ja culivaccination qui soit 
capable de conférer une immunilé réelle et spécifique. Cette 
immunité, qui s’élabore par suite de /a résorption de la tumeur 
intracutanée, est solide parce que spécifique. Deux précau- 
tions seulement sont & prendre : la premiére est relative a la 
nécessité d’éviter tout traumatisme de la tumeur, comme nous 
l'avons signalé antérieurement [5]; l'autre précaution a trait aux 
infections associées, comme cela ressort de l’expérience ci- 
dessous (lapin n® 52). 

Lapin n° 52. — Le 9 décembre 1935, on inocule dans la peau, en trois 
points, 1 c. c 2 d’émulsion épithéliomateuse (30 p. 100). Les tumeurs intra- 
cutanées apparaissent peu de jours aprés. Elles s’infeclent et se recouvrent 
de crotttes noires. Le 15 janvier, les tumeurs intracutanées persistent ; 
on constate des ganglions dans la région inguinale et axillaire. Le lapia 
meurt le 27 février. A l’autopsie, on trouve trois tumeurs intraculanées, nécro- 


tiques, et de nombreuses métastases dans les ganglions mésentériques, dans 
les reins et deux grandes tumeurs dans les régions axillaire et inguinale. 


B. — Liimmounité contTRE L’EPITHELIOMA PEUT-ELLE &TRE OBTENCE 
AUTREMENT QUE PAR LA VOIE INTRACUTANEE ? 


a) Voi itratesticuLaireE. — Dans notre premier mémoire 
nous nous sommes longuement arrétés sur la fréquence et 
’élendue des lésions auxquelles donne lieu l’inoculation de 


348 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


l’épithélioma dans les testicules; nous n’y reviendrons pas. 
Rappelons que Pearce et Brown, ayant essayé divers modes 
d’inoculation, adoptérent la voie intratesticulaire, comme la 
voie la plus fidéle et fournissant le pourcentage le plus élevé 
de résultats positifs. Si l'on excepte la voie intra-oculaire 
dont il sera question ultérieurement, c'est le testicule qui se 
montra, dans nos expériences également, comme l’organe le plus 
réceptif vis-a-vis de l’épithélioma : pour peu que l’on posséde 
une tumeur jeune, n’ayant subi aucune désagrégation, on ne 
manque pas, dans la grande majorité des cas, de produire une 
orchite suivie de métastases mortelles. 

Cependant, comme nous J’avons signalé précédemment [5], 
un lapin ayant déji présenté un gros épithélioma du testicule 
voit quelquefois, pour des raisons qui nous échappent, sa 
tumeur régresser, puis disparaitre, apres quoi le testicule 
reprend son aspect normal. L’expérience montre qu'un tel 
lapin se montre, dans la suite, réfractaire a la réinoculation de 
V’épithélioma. En voici un exemple : 


Lapin n° 63. — Le 13 décembre, on inocule dans le testicule droit 1c. c. 5 
d’émulsion épithéliomateuse. Une tumeur indurée, typique, apparait dans le 
délai normal. Au bout de quelque temps, cette tumeur commence a se 
ramollir; elle diminue de volume et se résorbe complétement vers le 
27 janvier. 

Le 6 février, on inocule a ce lapin, ainsi qu’éa un lapin neuf (n° 98), 2c. c. 5 
d’émulsion chargée d’épithélioma, sous la peau. 

Le lapin n° 63 demeure complétement indemne, tandis que le lapin témoin 
présente, quelques jours aprés, une tumeur sous-cutanée typique. 


Faisons remarquer que la résorption spontanée de la tumeur 
testiculaire est un phénoméne rare; ce qui est certain, c'est 
que la régression d’une telle tumeur testiculaire, une fois 
accomplie, entraine pour l’animal une immunité spécifique. 

6) Voir sous-curante. — Pour nous assurer dans quelle 
mesure cette vole se préte & limmunisation, nous efimes a 
connaitre, d’abord, la facon dont se comportent et évoluent les 
tumeurs formées sous la peau. 

Kn faisant varier les doses et la concentration des émulsions 
inoculées, nous avons assisté tantdt & un acecroissement pro- 
gressif des tumeurs sous-cutanées, tantot a l’arrét de leur 
croissance, suivi de résorption, c’est-a-dire, nous avons constaté 
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leur allure maligne dans un certain nombre de cas, et une 
évolution toute bénigne dans d’autres. 

Dans la grande majorité des cas, l’épithélioma sous-cutané 
se présentait sous forme d'une tumeur dure, multilobée, s’éta- 
lant en surface. Pearce et Brown, qui furent les premiers a 
produire des tumeurs sous-cutanées, déclarent les avoir 
obtenues dans 20 a 25 p. 100 des cas. Nous fames plus heu- 
reux : ayant fait usage de doses beaucoup plus élevées que 
celles employées par les savants américains, nous avons 
obtenu de belles tumeurs sous-cutanées dans presque 100 p. 100 
des cas. Ces tumeurs, qui apparaissent quelques jours aprés 
Vinoculation, devenaient, dans nos expériences, rapidement 
volumineuses : il n’était pas rare de les voir atteindre, aprés 
plusieurs semaines, le poids de 100 & 250 grammes. II nous 
a été donné d’observer des métastases, tout comme 8 la suite 
des inoculations intratesticulaires. A cdlé de trés grosses 
tumeurs, nous en avons vu qui finissaient, le plus souvent, 
par se résorber. En voici quelques exemples, 4 titre d’illus- 
tration. 


Lapin n° 49. — Le 7 janvier, on inocule sous la peau 3 ¢. c.5 d’émulsion 
chargée d’épithélioma. Quelques jours aprés, on voit apparaitre une tumeur 
qui augmente lentement et progressivement. Le 21 janvier, on excise un 
fragment (14 grammes) de la tumeur. Le 17 mars, on sacrifie l’animal. A 
Vautopsie: on trouve une tumeur sous-cutanée pesant 250 grammes et des 
métastases multiples dans le foie, la rate, les reins et les ganglions de la 
cavité péritonéale. 

Lapin n° 76. — Le 7 janvier, l'inoculation est faite dans les mémes condi- 
tions que plus haut. Dans la suite, l’animal se cachectise. Le 24 avril, on 
le sacrifie. A l’autopsie : tumeur de 80 grammes et métastases dans le foie, 
dans les ganglions de la région axillaire, du coté inoculé. 

Lapin n° 80. — Le 20 mars, on inocule sous la peau 4c. c. 7 d’émulsion 
épithéliomateuse. Il se forme une tumeur qui atteint les dimensions d’un 
ceuf de poule; elle reste ensuite pendant quelque temps stationnaire. Le 
26 avril, l’animal meurt. A l’autopsie : pleurésie; tumeur sous-cutanée, 
grande comme un ceuf de pigeon, et de nombreuses métastases dans le foie. 


Sil y a des lapins qui présentent une épithéliomatose 
eénéralisée, on en observe d'autres, non moins nombreux, qui 
résorbent leurs tumeurs sous-cutanées. En voici un exemple : 


Lapin n° 99. — Le 21 février, on inocule sous la peau 3c. c. 4 d’émulsion, 
Quelques jours plus tard, apparait une tumeur qui augmente progressive - 
ment. Le 23 mars, la tumeur alteint le volume d’un ceuf de poule. Apres 


350 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


étre restée stationnaire, elle se met a régresser. A la date du 15 mai, A la 
place de l’ancienne tumeur, on ne constate qu'un petit nodule sous-culané, 
a peine appréciable. 


Il arrive aussi, exceptionnellement, il est vrai, que la résorp- 
tion s’élend non seulement & la tumeur elle-méme, mais encore 
a leurs métastases ganglionnaires. 

D’une facon générale, les tumeurs sous-cutanées ont ten- 
dance & se résorber d'autant plus fréquemment que les doses 
inoculées sont plus faibles. IL nous a été donné cependant 
d'assister & Vapparition de grosses tumeurs aprés injection 
de doses relativement peu élevées d’émulsion; c’est dire qu'il 
est impossible de prévoir exactement le sort des tumeurs se 
développant sous la peau. 


* 
* * 


D’aprés ce que nous ont appris les expériences de nos prédé- 
cesseurs, ainsi que nos propres expériences, on pouvait 
s'attendre & ce que les animaux fussent vaccinés a la suite de 
la résorption des tumeurs sous-cutanées. 

Effectivement, chaque fois que nous procédions a la réino- 
culation de !’épithélioma, chez les anciens porteurs de ces 
tumeurs, nous ne manquions pas de constater que de tels 
lapins étaient en possession d’une immunité incontestable. 
Seulement, contrairement & ce que l’on observe a la suite de la 
résorption des tumeurs intracutanées, dans bien des cas, nous 
voyions, lors de la réinoculation, réapparaitre de vraies tumeurs 
sous la peau; ces tumeurs atteignaient le volume d’un haricot 
ou d'une datte, puis ne tardaient pas & se résorber. En voici 
un exemple : 


Lapin n° 45. — Le 27 janvier, on inocule sous la peau 2 c. c. 5 d’émulsion 
épithéliomateuse. Rapidement, apparait une tumeur qui atteint le volume 
dun ceuf de poule. Cetle tumeur reste stationnaire pendant plusieurs semaines, 
puis se met a régresser et finit par disparaitre complétement. 

Le 10 avril, on réinocule sous la peau 4 cent. cubes d’émulsion épithélio- 
mateuse. A peine quelques jours se sont-ils écoulés, que l’on vit apparaitre 
une tumeur sous-cutanée caractéristique, dure, multilobée, grosse comme 
une datte. Mais, bientot cette tumeur s’arrondit, devient lisse et diminue 
rapidement de volume. Le 10 mai, onne constate, Ala palpation, qu’une petite 
induration, alors que le lapin témoin, inoculé le méme jour (10 avril), pré- 
sente une tumeur, grosse comme une chataigne. 
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De l'ensemble de nos expériences sur l’épithélioma sous- 
cutané, il ressort que les résultats peuvent varier d’un animal 
a lautre : ces tumeurs sont tantot bénignes, tantot malignes 
et, en ce dernier cas, suivies de métastases. Alors méme que 
les tumeurs sous-cutanées se résorbent complétement, elles 
ne comportent pas le méme degré d’immunité que l’on observe 
& la suite de Ja résorption des tumeurs intracutanées. 

Nous sommes done conduits & conclure que la voie sous- 
cutanée, bien que moins dangereuse que la voie intratesticu- 
laire, n’offre pas la sécurité nécessaire pour réaliser une immu- 
nisation certaine. 


Si nous excluons, pour vacciner, la voie sous-cutanée et, & 
plus forte raison, la voie intratesticulaire, il ne reste que la voie 
intracutanée qui présente toutes les garanties, tant au point de 
vue de l’innocuité que de lefficacité : les lapins préparés par 
cette voie résistent, comme nous l'avons montré précédemment, 
non seulement a l’inoculation de |’épithélioma dans la peau, 
mais encore a celle, particuligrement sévére, dans les testi- 
cules. 

Cette immunité est durable : nous avons pu nous rendre 
compte gue des lapins préparés depuis des mois sont capables 
de résister & l’inoculation de l’épithélioma sous la peau. 
En voici une expérience, choisie parmi beaucoup d'autres 
semblables : 


Lapin n° 12. — Le 26 avril 1935, on pratique une injection vaccinante dans. 
la peau, en cing points. Le 6 mai, on constate cing tumeurs intracutanées. 
Du 4 au 15 juin, la résorption est complete. 

Le 13 février 1936, on inocule au lapin n° 12, ainsi qu’é un lapin témoin 
(n° 51), sous la peau, 2c. c. 5 d’émulsion chargée (50 p. 100) d’épithélioma. 

Le lapin préparé (n° 12) demeure complétement indemne. 

Le lapin témoin (n° 51) présente, le 17 février, une tumeur sous-cutanée qui 
augmente les jours suivants et atteint le volume d'un ceuf de poule, le 
5 mars. 


Done, le lapin préparé par la voie intracutanée demeure 
indemne lorsque, huit mows plus tard, on lui inocule I’ épithé- 
lioma sous la peau. 
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C. — QUELLE EST LA NATURE DE L'IMMUNITE 
ANTIEPITHELIOMATEUSE ? 


Avant d’exposer nos propres expériences, rappelons qu'il a 
é6lé fatt de nombreuses tentatives d’immunisation par des sérums: 
on essaya les sérums des animaux réfractaires aux tumeurs, les 
sérums d’animaux normaux (rat, souris, chien, cobaye, lapin), 
les sérums des animaux préalablement injectés avec des tumeurs 
ou opérés de tumeurs (Jensen, v. Leyden et Blumenthal, Clowes 
et Baeslack, v. Dungern, Uhlenhuth, Kross, Collier et Cohn, 
Rohdenburg, Lumsden, Bittmann et Goldfeder, Mettram et 
Rouss, Woglom et d’autres). Ces recherches n’ont pas donné de 
résultats précis; nous les signalons sans y insister. Du reste, 
limmunilé dont il est question dans ces publications n’est en 
rien comparable a celle observée chez le lapin a la suite de 
Vinjection de |’épithélioma dans la peau. 

Rappelons ici que c’est l'étude de Vinfection charbonneuse, 
gui nous a conduits a considérer les divers tissus de l’organisme 
comme plus ou moins autonomes, tant au point de vue de leur 
réceplivité aux virus que de leur aptitude d’acquérir Vimmu- 
nité. Ainsi, la réceptivité si accusée du cobaye vis-a-vis de la 
bactéridie repose, comme nous l’avons montré, principalement 
sur celle de la peau, les autres tissus demeuraot insensibles & 
ce germe. Partant de 1a, nous avons réussi a vacciner le cobaye 
en y intéressant seulement la peau; en procédant ainsi, nous 
avons pu nous assurer que ’immunité contre le charbon s’éla- 
blissait chez cet animal sans participation d’anticorps. 

Or, au cours des expériences sur |’épithélioma, nous avons 
été frappés du réle joué par l’enveloppe cutanée; aussi, nous 
sommes-nous demandé si, par analogie avec l’immunilé anti- 
charbonneuse, celle vis-a-vis de l’épithélioma ne s’effectuerait 
pas aussi en dehors des anticorps, c’est-a-dire si cette immu- 
nité ne serait pas de nature tissulaire, ou locale. 

Pour nous en rendre compte, nous avons procédé par exclu- 
sion, n’ayant, dailleurs, 4 notre disposition d’autres moyens 
dinvestigation : des lapins, vaccinés contre |’épithélioma par 
la voie intracutanée et ayant acquis une immunité solide, étaient 
saignés, aprés quoi, leurs sérums étaient examinés au point 
de vue de leur pouvoir préventif. 
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Les expériences ont montré que des lapins neufs, traités par 
ces sérums, puis inoculés avec de l’émulsion épithéliomateuse, 
accusaient Ja méme réceptivité que des lapins témoins. Il en 
fut de méme quand le sérum des lapins cutivaccinés, mélangé 
avec l’émulsion épithéliomateuse, était injecté a ie lapins 
neufs, aprés un contact de deux heures & l’étuve et de deux 
autres heures & la température du laboratoire. 

Dans une autre série d’expériences, le sérum des animaux 
vaccinés était injecté directement daus l’épaisseur des tumeurs : 
ces derniéres conlinuaient & se développer tout comme chez les 
lapins témoins. 

Afin d’avoir la certitude qu’au moment de la saignée les 
lapins, appelés & fournir le sérum & éprouver, étaient doués 
d'une solide immunilé active, nous avions soin de les éprouver, 
chaque fois que cela était possible, aussilét apres la saignée, 
en leur inoculant la tumeur épithéliomateuse sous ou dans 
la peau. 

Dans plusieurs cas, chez des lapins vaccinés par la voie 
intracutanée, nous avons prélevé aussi le cerveau et la rate. 

Voici, a titre d’exemple, une de ces expériences : 


Lapin n° 12. — Le 26 avril 1935, vaccination par la voie intracutanée. Le 
43 février 1936, inoculalion sous la peau : réaction nulle. Le 20 mars 1936, 
saignée partielle. Le sérum est mélangé, a parties égales (10 cent. cubes), 
avec une émulsion épithéliomateuse ; le tout est injecté a un animal neuf: 
apparition consécutive d’une tumeur typique dans le délai normal. Le 3 ayril 
4936, on saigne a blanc le lapin n° 12; on préléve également son cerveau et la 
rate. 

Lapin n° 72. — Le 4 avril, injection sous la peau d'un mélange de 6 c. c. 5 
de sérum du lapin n° 12 et de 4 cent. cubes d’émulsion d’épithélioma, aprés 
deux heures de contact a 38° C. 

Lapin n° 73.— Le 4 avril, injectiou dans les mémes conditions que chez le 
précédent. 

Lapin n° 74. — Le 4 avril, injection sous la peau d'un mélange de cerveau 
du lapin n° 12 et de 4 cent. cubes d’émulsion d’épithélioma, apres deux 
heures et demie de contact a 38° C. 

Lapin n° 75. — Le 4 avril, injection sous la peau d'un mélange de rate du 
lapin n° 42 et de 4 cent. cubes d’émulsion d’épilhélioma, apres deux heures 
et demie de contact a 38° C. 

Lapin n° 76. — Le 4 avril, injection sous la peau de 4 cent. cubes démul- 
sion d’épithélioma. 

Cing jours plus tard, des tumeurs sous-cutanées caractérisliques furent 
constatées chez tous les lapins; ces tumeurs évoluérent dans la suite sensi- 
blement de la méme facon. Ajoutons qu'un de ces lapins (n° 73) est mort en 
présentant de nombreuses métastases dans les organes. 
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Donc, les lapins ont beau étre solidement vaccinés contre la 
tumeur épithéliomateuse, leur sérum, leur cerveau et leur 
rate ne possédent aucun pouvoir spécifique. L’immunité, consé- 
cutive & la vaccination intracutanée, s’élabore donc sans partici- 
pation d'anticorps révélables dans le sang : celle immunilé est 
de nature cellulaire, ou locale. 


Pour nous résumer : 

a) Sila préparation de animal au moyen d’une injection de 
cerveau normal dans Ja peau est parfois capable de préserver 
le lapin contre Vinoculation d’épithéhoma dans la peau, cette 
préparation s'avére impuissante lorsque |’épithélioma est ino- 
culé dans le testicule ou méme sous la peau. Cette action pro- 
tectrice du cerveau, qui est limitée a la peau, doit étre du 
méme ordre que celle, locale également, que l’on observe vis-a- 
vis des vibrions cholériques, par exemple, dans la cavilé périto- 
néale préparée au moyen d’eau physiologigue ou de sérum 
normal. 

Toute autre est l'aclion protectrice de lépithélioma injecté 
dans la peau; cette action s’étend a l’organisme tout entier: 
un animal ainsi préparé résiste a l’inoculation de la tumeur en 
nimporte quel point de lorganisme, si sévére soit-elie. Nous 
pouvons done conclure que cette immunité antt-épithéliomateuse 
est spécifique. 

6) Toutes les fois que l’on assiste a la résorption spontanée 
d'une tumeur, on sait qu’il s’ensuit un état réfractaire & Végard 
de cette tumeur. Le pourcentage des tumeurs testiculaires se 
résorbant spontanément, est trés faible; il est notablement plus 
élevé pour les tumeurs sous-cutanées. Comme, parmi ces 
derniéres, certaines revétent une allure maligne et donnent 
lieu a des métastases, on ne saurait compler sur leur résorption 
pour créer limmunité. 

Restent les tumeurs intracutanées dont la résorption 
spontanée chez le lapin est la régle : alors méme que l’on 
injecte dans la peau des doses massives (8 & 40 cent. cubes 
dune émulsion a 50 p. 100) en un seul ou en plusieurs points, 
la tumeur épithéliomaleuse intraculanée se résorbe toujours, 
sauf dans les cas de traumatisme ou d’infection occasionnelle. 
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Ce mode de vaccination permet ainsi de remplacer une résor- 
ption sponlanée imprévisible, laissée au_hasard, par une 
résorption dirigée, réglée & notre gré et ne faisant courir aucun 
risque & l’animal. En substituant au processus néoplasique 
généralisé une lésion locale, bénigne, on crée une immunilé 
qui rappelle celle produite contre la variole, le charbon ou la 
péripneumonie. Cest limmunisation par la voie intracutanée 
qui offre le maximum de sécurité, tant au point de vue de 
linnocuité que de la sécurité. 

c) Les lapins cutivaccinés, capables de résister aux inocula- 
tions les plus sévéres d’épithélioma, ne renferment pas dans 
leur sang d’anticorps susceptibles d’empécher I’évolution de la 
tumeur; tout nous porte & croire que celte immunité, non 
transmissible, rentre dans la catégorie des immunités dites 


locales. 
Telles sont nos réponses aux trois questions posées au début 


du présent mémoire. 
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(DEUXIEME MEMOTRE} 


par Patt BORDET. 


(Institut Pasteur de Bruxelles.) 


PREMIERE PARTIE 


LE PHENOMENE DE SHWARTZMAN 


Nous avons exposé dans notre mémoire précédent les raisons 
qui, dés 1931, nous ont conduit a rappiocher Je phénoméne de 
Shwartzman des réaclions d’allergie non spécifique déclenchées, 
au niveau de lésions infectieuses, par l’injection de divers pro- 
duits microbiens. Aussi l'étude du phénoméne de Shwartzman 
accompagne-t-elle logiquement celle de l’allergie non spécifique. 

Voici comment Shwartzman mit en évidence, en 1928, le 
phénoméne qui, depuis, porte son nom. L’injection, dans la 
peau d’un lapin, de 0 c. c. 25 de filtrat de culture de bacilles 
typhiques ne laisse, le lendemain, & l’endroit injecté, qu'un 
léger érythéme et un peu d’épaississement. Mais si l’on injecte 
& ce moment une petite quantité de fillrat typhique dans les 
veines de cet animal, on voit survenir, aprés trois ou quatre 
heures, une réaction hémorragique intense au niveau de la 
peau injectée la veille. La production du phénoméne comporte 
donc deux injections, pratiquées & vingt-quatre heures d’inter- 
valle : la premiere, intraculanée, est dite « préparante », l’injec- 
tion intraveineuse étant appelée « déchainante ». La réaction 
hémorragique s’étend souvent a tout le terriloire cutané inté- 
ressé par l'injection préparante ; 4 ce niveau, la peau se mortifie 
au bout de quelques jours et lulcération ainsi formée se cica- 
trise lentement. Les lapins ne conviennent pas tous & la pro- 
duction du phénoméne; on wobtient de réactions positives 
que chez environ 70 p. 100 d’entre eux. 

Outre le bacille ty phique, de nombreuses espéces microbiennes 
donnent des filtrats permettant la réalisalion du phénoméne de 
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Shwartzman; c’est notamment le cas des espéces suivantes : 
B. coli, B. Shiga, pneumocoque, méningocoque, bacille coque- 
lucheux, etc. D’autre part — et ceci est essentiel — la réaction 
hémorragique peut étre déclenchée par un fillrat différent de 
celui quia servi & l'injeclion préparante ; par exemple, linjec- 
lion intraveineuse de filtrat de B. coli peut faire apparailre la 
réaction au niveau de la peau préparée par du fillrat de ménin- 
gocoque, et vice versa. Tenanl compte de ce caractére important 
et, d’autre part, de la bridveté de l’intervalle séparant les deux 
injections, Shwartzman estime qu'il n’y a pas lieu de ranger 
son phénoméne dans le cadre de l’anaphylaxie. La sensibilité 
anaphylactique provoquée par l’injection d’un antigéne n’appa- 
rait, en effet, on le sait, qu’aprés plusieurs jours; elle est d’autre 
part spécilique, c’est-a-dire qu’elle se manifesie uniquement vis- 
a-vis de l'antigéne injecté. Pour Shwartzman, l’injection prépa- 
rante déterminerait, localement, une vulnérabilité particulidre 
des vaisseaux a l’action hémorragipare du filtrat déchainant. 

Kn décrivant les analogies qui unissent !’allergie non spéci- 
fique au phénomeéne de Shwartzman, nous signalions que 
celui-ci apparait comme une variante du phénomeéne d’épitha- 
laxie décrit par Sanarelli. La question de la parenté liant ces 
divers phénoménes a été trailée dans notre mémoire précédent ; 
nous n’y reviendrons pas ici. Kin raison de cette parenté, on a 
réuni a juste titre les phénoménes de Shwartzman et de Sana- 
relli sous une dénomination commune associant les noms de 
ces deux savants. 

Nous envisagerons en des chapitres distincts les fails relatifs 
aux divers acles du phénoméne de Shwartzman, en réunissant 
d’abord ceux d’entre ces faits qui ont trait & !a prépavation 
locale. Nous grouperons ensuite les données conecrnant |r 
pouvoir déchainant, el consacrerons un dernier chapitre a la 
réaclion hémorragique. 


1. — La préparation locale. 


Dés Je début de l’étude de son phénoméne, Shwartzman 
rechercha si l’on ne peut préparer la peau par des substances 
non microbiennes. Il eut recours, dans ce but, a des substances 
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extrémement diverses, telles que bouillon ordinaire, sérum de 
cheval, essence de térébenthine, gomme adragante, encre de 
Chine: les résultats furent constamment négatifs. Il ne suffit 
done pas, pour qu'une substance puisse réaliser la préparation 
locale, qu’elle soit antigéne (sérum de cheval), ni qu'elle pro- 
voque une vive irritation locale (essence de térébenthine). 
L’injection d’eau distillée, ou, au contraire, d’une solution 
hypertonique, se montra également inactive; des toxines végé- 
tales, comme la ricine, ne donnérent que des résultats douteux 
(Gratia et Linz). 

De notre cété, nousavons cherché, par des moyens trés divers, 
a réaliser la préparation locale en l’absence de produits micro- 
biens. En posant un anneau étroit de caoutchouc a la base de 
Yoreille d’un lapin, on fait apparaitre rapidement un cedéme 
de stase, qui, aprés dix heures environ, est extrémement volu- 
mineux. Otons le garrot 4 ce moment et, dix minutes plus tard, 
injectons du filtrat de B. coli dans laveine marginale de l’oreille 
opposée : aucun changement ne survient au niveau de loreille 
cwdématiée. Pas plus que lcedéme de stase, l’eedéme provoqué 
par friction de l’oreille 4 l'aide de toluol ne fait apparaitre la 
sensibilité & action hémorragipare de |’injection déchainante. 
Bien qu’affectant 1a circulation locale, ces lésions ne déterminent 
donc pas la vulnérabilité vasculaire invoquée par Shwartzman 
pour expliquer la localisation des accidents hémorragiques. 

Mais l’'aptitude a réaliser la préparation Jocale n'est cepen- 
dant pas l’apanage exclusif des produits microbiens ,; l’expé- 
rience suivante — dont nous avons fait connaitre les résultats 
dans une note préliminaire (1934) — montre qu’on peut, dans 
certaines conditions, préparer la peau au moyen de peptone ou 
de lait. 


Injectons, en plusieurs points de la peau du flanc d'un lapin, 1 a 2 cent. 
cubes de sérum d'un animal d’espéce différente (cobaye) ou de méme espeéce 
(soit donc de lapin); ce sérum peut indifféremment étre employé tel quel ou 
préalablement chauffé a 56°. Ces injections laissent généralement, apres 
vingt-qualre heures, un épaississement bien marqué de la peau. A ce 
moment, injectons, dans ces diverses régions épaissies, des quantilés égales 
(0 c. c. 5 ou 1 cent. cube) de liquides différents : solution physiologique dans 
Pune, sérum dans une seconde, et enfin eau peptonée stérile (peptone Cha- 
poteaut a 2 p. 100) dans une troisiéme, et pratiquons simultanément, en peau 
saine, une autre injection d’eau peptonée. Ces injections de solution de pep- 
tone n’entrainent aucune réaction locale quelconque. Environ cing heures 
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apres avoir pratiqué ces injections, injectons 1 cent. cube de filtrat de RB. colt 
dans la veine du lapin. Quelques heures plus tard, cn voit survenir une 
réaction hémorragique intense, identique A celle qui caraclérise le phéno- 
mene de Shwartzman, au niveau de la peau injectée successivement, a vingt- 
quatre heures d'intervalle, de sérum, puis d’eau peptonée: tandis qu’aucun 
changement ne survient aux autres endroits d’injection. La solution de pep- 
tone sensibilise donc la peau au phénoméne de Shwartzman pour autant 
quelle soit injectée dans une région préalablement injectée de sérum. 
Celui-ci agit sans doute en raison de l’épaississement local qu’il détermine. 
En effet, les résultats de cette expérience furent négatifs chez 1/5 environ 
des lapins éprouvés; or, dans ces cas, l’injection de sérum n’avait pas déter- 
miné d’épaississement perceptible. On peut, dans cette expérience, remplacer 
injection de sérum par celle de Jait, qui détermine également un épaississe- 
ment local notable. Mais le lait, contrairement au sérum, peut également 
étre utilisé pour la seconde injection, c’est-a-dire qu’il peut étre injecté au 
lieu de l’eau peptonée. Aussi, peut-on préparer la peau au phénoméne de 
Shwartzman par le seul emploi du lait, a la condition toulefois d’injecter 
cette substance A deux reprises au méme endroit, en ménageant un inter- 
valle de vingt-quatre heures entre les deux injections. Signalons enfin que, 
par injection en peau saine, la peptone se montre inactive méme lorsqu’on 
lemploie en solution beaucoup plus concentrée (20 p. 100). 


D’autres substances encore sont capables de réaliser la pré- 
paration locale au phénoméne de Shwartzman; c'est le cas, par 
exemple, du sérum d’anguille (Freund el Smith, 1934). D’aprés 
Debonera, Tzortzakis et Falchetti, injection intraveineuse de 
filtrat de B. coli déterminerait chez le cobaye, dans 50 p. 100 
des cas, une réaction hémorragique au niveau de la peau 
préparée, trois heures auparavant, par injection de0c.c.5d’huile 
de vaseline stérile; on observerait, d’apres J. Freund, une 
méme proportion de réactions positives au niveau de la peau 
injectée avec une solution de nitrate d'argent. 

Il y a lieu de remarquer dés a présent que, microbiennes ou 
non, les substances dont l’injection sensibilise la peau a l’égard 
du phénoméne de Shwartzman déterminent corrélativement, 
& l’endroit injecté, des lésions locales relativement durables, 
s'attestant notamment par un wdéme assez persistant. Le pou- 
voir préparant des filtrats de culture est, du reste, lié & leur 
toxicité. En effet, comme l’a montré Burnet, le traitement par 
le formol abolit le pouvoir préparant des filtrats en méme temps 
qu'il supprime leur toxicité. D’aprés ce savant, la préparation 
locale par les filtrats serait l’euvre d’endotoxines. On obtient 
en effet des produits trés actifs au point de vue de la prépara- 
tion de la peau au phénoméne de Shwartzman, en extrayant les 
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endotoxines des corps microbiens par le procédé de Besredka. 
D’autre part, les principes actifs sont thermostables comme les 
endotoxines et, comme celles-ci encore, ils sont de médiocres 
antigénes. 

Le comportement de la tuberculine, dans le phénoméne de 
Shwartzman, est particulitrement instructif. L’injection de 
cette substance dans la peau de |’animal neuf ne détermine, on 
Je sait, aucune réaction locale durable : le lendemain de l’injec- 
tion, la peau injectée a repris son aspect normal; corrélative- 
ment, on n’observe, Ace niveau, aucune réaction hémorragique 
aprés injection intraveineuse d’un fillrat actif. Mais nous 
avons montré, rappelons-le, que l’injection de fillrat de B. col 
dans la veine de cobayes tuberculeux provoque la reviviscence 
des intradermo-réactions & la tuberculine, récentes ou méme 
anciennes. Bien que cette reviviscence présental d évidentes 
analogies avec le phénoméne de Shwartzman, il convenait 
néanmoins de rechercher sil’on peut, chez Je lapin tuberculeux, 
déterminer une réaction de Shwartzman au niveau de la 
pean qui a recu une injection de tuberculine, en se confor- 
mant exactement aux conditions dans lesquelles se réalise habi- 
tuellement cetle réaction. Nous exposerons le détail des expé- 
riences eflectuées & ce sujet dans un chapitre suivant, consacré 
& Vallergie tuberculinique. Bornons-nous pour linstant & men- 
lionner que linjection intradermique de luberculine détermine 
souvent, chez le lapin tuberculisé depuis six semaines au moins, 
une réaction wdémateuse assez semblable a celle que Vinjection 
de filtrat de B. coli provoque chez le lapin neuf; contrai- 
rement A ce que l’on observe si fréquemment chez le cobaye 
tuberculeux, les réactions tuberculiniques ne se montrent jamais 
d'emblée hémorragiques chez le lapin tuberculeux. Or, nous 
avons vu survenir chez le lapin tuberculeux, trois heures 
environ aprés l’injection intraveineuse de 1 cent. cube de 
fillrat de B. coli, une réaction hémorragique intense, au 
niveau de la peau préparée la veille par injection intrader- 
mique de tuberculine diluée au 1/19. Cette réaction, qui 
présentail tous les caractéres de Ja réaction de Shwartzman 
classique, ne fut toutefois positive que dans les cas ot l’injec- 
tion intracutanée de tuberculine avait déterminé un épaissis- 
sement local de la peau, persistant aprés vingt-quatre 
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heures. La réaction wdémateuse allergique réalise donc les 
conditions locales nécessaires au déclenchement du processus 
hémorragiyue par injection intraveineuse d’un filtrat actif. 

Nous avons décrit dans notre mémoire précédent les acci- 
dents hémorragiques que l’injection de filtrat de B. cola déter- 
mine chez les cobayes préalablement injectés de tale dans le 
péritoine. Rappelons que ces cobayes accusent une hypersensi- 
bilité manifeste vis-a-vis de ce filtrat, dés le moment ott se 
conslitue le tissu de néoformation faisant adhérer les grumeaux 
de talc & la séreuse péritonéale. Quelques heures aprés Ll injec- 
tion intraveineuse de fillrat, ces cobayes succombent en hypo- 
thermie, en présentant, au niveau des foyers d'incrustation 
du tale, une réaction hémorragique aigué, identique a celle 
que cetle injection détermine au niveau de diverses Iésions 
infectieuses. Cette expérience, montrant que la présence de 
tissu inflammatoire, méme en l’absence d’infection, suffit & 
permetire l’apparition des accidents de lintoxitation aller- 
gique, est également instructive au point de vue du mécanisme 
de la préparation locale au phénoméne de Shwartzman. Elle 
démontre, en effet, la fragilité particaliére, & 1 égard de Vaction 
hémorragipare de la colitoxine, des vaisseaux du tissu de néo- 
formation. C’est sans doute a cetie fragilité excessive des vais- 
seaux du tissu de néoformation qu il faut atlribuer les accidents 
hémorragiques survenant, aprés injection de colitoxine, au 
niveau de tumeurs diverses, notamment, dans |’exeinple fourni 
par Gralia et Linz, au niveau d'un liposarcome du cobaye. Cette 
opinion semble corroborée par l’observation due & Duran- 
Reynals, d’aprés laquelle ce sont les tumeurs dont la croissance 
est le plus rapide, qui, aprés injection de fillrats microbiens, se 
prétent le mieux  l’apparition de la réaction hémorragique. 
Si les effets de Vinjection intraveineuse de filtrat se localisent 
avec une prédilection particuliére au niveau des tissus néo- 
formés, ils peuvent cependant, comme nous |'avons montré 
dans l'une de nos notes préliminaires, se manifester également 
au niveau de tissus normaux chez l’animal neuf; a vrai dire, 
exposé de cette question trouve mieux place dans le chapitre 
relatif au pouvoir déchainant. 

La préparation locale au phénomeéne de Shwartzman parait 
done dépendre essentiellement d’altérations vasculaires. Celles- 
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ci, dont la nature ne peut encore tre précisée, peuvent étre 
délerminées par des substances trés diverses; mais certains 
produits microbiens sont tout parliculigrement aptes a les 
faire apparaitre. Les données expérimentales actuellement 
acquises ne permettent pas, & notre avis, de se rallier a la 
conception, soutenue par Gratia et Linz, selon laquelle l'injec- 
tion préparante déterminerait, & l’égard de l'injection déchai- 
nante, une sensibilisation de type anaphylaclique. D'aprés ces 
auteurs, le phénoméne de Shwartzman ne dilférerait, en effet, 
du phénoméne d’Arthus qu’en raison du fait que les produits 
microbiens en cause dans le premier de ces phénoménes 
seraient capables de réaliser, aprés quelques heures de prépa- 
ration seulement, la sensibililé que les anligeénes banaux ne 
produisent que lentement. Celle hypothése ne cadre pas avec 
le fait que la sensibilité locale 4 l‘action hémorragipare d'un 
fillrat aclif peut apparaitre aprés injection de substances non 
antigéniques, voire méme de poudres inerles comme le talc. 
Elle ne s’harmonise pas davantage avec les fuits apportés par 
étude du délai gu’il convient de ménager entre |'injection 
;réparante et injection intraveineuse. Ce délai, qui est au 
mieux de vingt-quatre heures, ne peut jamais étre inférieur a 
six heures environ, lorsque le filtrat préparant est injecté par 
voie intradermijue. Mais il peut encore étre considérablement 
réduit si le filtrat préparant est introduit, non pas dans le 
derme, mais bien, comme l’a fait Alechinsky, directement au 
contact de l’endothélium vasculaire. Cet auteur injecte le fil- 
trat dans la veine marginale d'une oreille & la base de laquelle 
il a préalablement posé un garrot. Il éle ensuite le garrot, puis 
pratique l’injection déchainante dans la veine de l'autre oreille ; 
une réaction de Shwartzman typique apparait au niveau du 
territoire dont le réseau veineux a été imprégné de filtrat. 
Cette remarque faile & propos de la conception défendue par 
Gratia et Linz ne signifie pas, cela va sans dire, qu'il y ait licu 
de nier toute pareuté entre l’action des filtrats microbiens et 
celle des complexes antigénes-anticorps responsables des acci- 
dents anaphylactiques. Lien au contraire, il est vraisemblable 
que ces diverses substances, qui provoquent des accidents assez 
analogues intéressant au premier chet l'appareil circulatoire, 
présentent, dans leur mode d'action, cerlains poinls communs. 
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La sensibilité d'une région culanée & la réaction de 
Shwartzman résulte de modifications locales apparues au niveau 
de cette région; mais ceci n’implique pas, naturellement, que 
la sensibilité créée par l'injeclion préparante est nécessaire- 
ment limilée a l’endroit injecté. Surtout lorsqu’il s’agit de fil- 
trats microbiens, dont l'activité est particulitrement grande, 
on concoit trés bien que, se résorbant en partie, le produit 
préparant injecté dans le derme puisse déterminer un certain 
degré d'hypersensibilité diffusée & lorganisme entier, et qui, 
sans doute, procéde des mémes causes et donne lieu, loutes 
proportions gardées, aux mémes effels que la sensibilité locale. 
Dans cet ordre d’idées, il convenait de rechercher si injection 
préparante n’entraine pas des changements humoraux susce- 
ptibles, sinond’étre la cause immédiate du phénoméne de Shwar- 
tzman, du moins d’interférer avec lui ou de le compliquer. Cetle 
question se posait d’autant plus neltement que, d’apreés 
Ramon, linjection de certains filtrats microbiens, par exemple 
de fillrats pesteux et pseu‘lo-tuberculeux, peut faire apparaitre 
chez le cheval, aprés dix heures déja, des anticorps précipi- 
tants. Nous avons recherché si, semblablemen!, le sérum d'un 
lapin préparé ta veille par injection intradermique de filtrat 
de 6. col, ne contiendrait pas de précipitines a légard de ce 
filtrat; le résultat fut négalif. Cette injection de filtrat déter- 
mine toutefois cerlains changemeuls humoraux dont |’étude 
fera Vobjel de la derniére partie de ce mémoire. Mais il ne 
semble pas que ces modifications humorales jouent un réle 
dans le phénoméne de Shwartzman. 


II. — Le pouvoir déchainant. 


Pour étudier le mode d’action de Vinjeclion intraveineuse de 
filtrat dans lexpérience de Shwartzman, il convient de préciser 
dabord les effets de celte injection chez le lapin neuf, wayant 
recu aucune injection préalable. On admet généralement que 
l’on peut injecter, dans la veine des lapins neufs, des doses rela- 
tivement énormes (5 cent. cubes de filtrat pur de B. coli), sans 
provoquer d'autres symplémes que de la diarrhée; si les ani- 
maux succombent, on ne trouverait & l’autopsie pas trace de 
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réaction hémorragique. Nous avons pu pourtant, & vrai dire, de 
fagon trés exceptionnelle, observer des lésions hémorragiques 
chez les lapins neufs injectés de filtrat de B. coli dans la veine; 
la proportion d’animaux succombant en ne présentant que de la 
diarrhée est, par contre, beaucoup plus élevée. Mais on observe 
plus fréquemment des accidents hémorragiques chez le lapin 
neuf, aprés injection inlraveineuse de colitoxine concentrée 
par précipitation au moyen d’acide acétique. Ces accidents, 
dont une description sommaire a été donnée dans une note 
préliminaire, intéressent souvent l'appareil respiratoire. 


Nous avons décrit, dans nolre mémoire précédent, les accidents déter- 
minés, chez le cobaye neuf, par l’injection intraveineuse d'une dose suffi- 
sante (2 cent. cubes environ) de colitoxine précipitée par l’acide acétique, 
puis redissoute par neutralisation dans un volume de solution physiologique 
égal au 1/10 du volume du fillrat traité. Le lapin est généralement plus sen- 
sible que le cobaye a l’action hémorragipare de la colitoxine, et c’est sans 
doute pour cette raison qu'il se préte mieux que le cobaye a la production 
du phénomeéne de Shwartzman. L’injection intraveineuse, au lapin neuf, de 
14 ou 2 cent. cubes de colitoxine concentrée par précipilation a l’acide acé- 
tique, est parfois suivie, aprés quelques heures, de l’apparition d’une dyspnée 
exlréme qui, passagére dans certains cas, s’accentue, dans d'autres cas, 
progressivement jusqu’a devenir asphyxique, la mort de ]’animal survenant 
au bout d'un temps assez variable (douze a trente heures dans nos expé- 
riences). Lorsque le lapin succombe, on est frappé, a l’autopsie, par |’étendue 
et par l'intensité des lésions hémorragiques de l'appareil respiratoire. Les 
poumons sont parfois véritablement hépatisés; dans d’autres cas, hémor- 
ragie s'y présente sous forme de nappes disséminées. La muqueuse laryngo- 
trachéale, marquée de travées hémorragiques annilaires, apparait, par 
endroits, littéralement noircie. Les voies respiratoires contiennent un exsudat 
séreux parfois abondant et dont la présence peut se manifester, avant la 
mort, par l’apparition d'une écume aux narines. Le thymus est souvent par- 
semé de Laches hémorragiques. Chez d'autres lapins, le tableau de l’intoxi- 
cation est différent: les poumons, a l’autopsie, apparaissent presque indemnes, 
mais on découvre d’autres localisalions hémorragiques, notamment rétro- 
péritonéales. 

Il existe, pour ce qui concerne la sensibilité du lapin 4 cette coliloxine 
concentrée, de trés grandes différences individuelles; tandis que certains 
animaux supportent l’injection de 2 cent cubes de ce poison, d’aulres sont 
tués par une dose dix fois moindre. Cette toxine, précipitée par l'acide acé- 
lique, convient parfaitement a la production du phénomeéne de Shwartzman : 
elle est apte A réaliser la préparation locale, aussi bien qu’a déclencher la 
réaction lorsqu’on Vinjecte dans la veine d’un lapin préparé. D’autre part, 
comme nous l'avons signalé dans notre mémoire précédent, elle tue a faible 
dose les cobayes tuberculeux. 


Il parait, dés lors, infiniment probable que l’aptitude de la 
colitoxine a décleucher Ja réaction de Shwartzman dépend des 
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propriétés hémorragipares que ce poison est susceptible de 
manifester méme & l’égard de lissus normaux. 

Shwartzman apporta, en 1932, une contribulion importante 
a l'étude du pouvoir déchainant en montrant que celui-ci 
appartient non seulement & certains filtrats microbiens, mais 
aussi aux précipités spécifiques. C’est ainsi qu'un lapin préparé 
par injection intradermique d’un filtrat actif, fait, au niveau de 
cette injection, une réaction de Shwartzman typique si, le len- 
demain, on lui injecte dans la veine 2 ou 3 cent. cubes d’un 
mélange de sérum de cheval el de précipitine correspondante, 
sérum de lapin anti-sérum de cheval. On obtient le méme 
résullat par injection intraveineuse de sérum de cheval au 
lapin sensibilisé vis-a-vis de cet antigéne; le complexe anti- 
gone-anticorps susceptible de déclencher la réaction de 
Shwartzman se forme, dans ce cas, in vivo. Mais, si le précipité 
spécifique est doué du pouvoir déchainant, il se montre, par 
contre, incapable de réaliser la préparation locale. Nous avons 
recherché si, semblablement, on pouvait déclencher le phéno- 
méne de Shwarlzman par injection inlraveineuse d’un mélange 
floculé de toxine et d’antitoxine diphtériques ; le résultat fut 
négalif. 

Le pouvoir que posstdent les précipités spéciliques de déclen- 
cher le phénoméne de Shwartzman est-il en rapport avec 
leurs propriétés anaphylactogénes ? I] était indiqué, a ce 
propos, de rechercher si le pouvoir déchainant appartient 
également aux globules sensibilisés qui, on le sait depuis Frie- 
demann, provoquent chez le lapin des accidents anaphylac- 
tiques (1). 


(1) On sail que, contrairement a ce que l’on observe chez le lapin, on ne 
peul déclencher un choc anaphylactique chez le cobaye, en injectant simul- 
tanément, dans la veine, du sérum de cheyal et la précipitine correspon- 
dante, sérum de lapin anti-sérum de cheval. L’injection d'un mélange de ces 
deux substances, préparé in vilro, et dans lequel lunion de lantigeéne a 
lanticorps a déja donné lieu a Ja formation d’un précipité, se montre égale- 
ment inactive. Pour réaliser l'anaphylaxie sérique passive chez le cobaye. 
il est indispensable d'injecter la précipitine avant le sérum antigeéne, le délai 
minimum a ménager entre les deux injections étant, d’aprés Doerr et Russ, 
de quatre heures, et le délai optimum de deux jours. La nécessité de ce 
délai, entre l'injection de l’anticorps et celle de l'antigéne, est un des prin- 
cipaux arguments invoqués a l’appui de la théorie dite cellulaire de l’ana- 
phylaxie, théorie selon laquelle Punion de l’antigéne a lanticorps n’engendre 
le choc que si elle s’accomplit dans l’intimité des cellules. En effet, aux 
yeux des partisans de cette théorie, le délai nécessaire a l’apparition de la 
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On centrifuge 2 cent. cubes de sang défibriné de chévre et lave soigneuse- 
ment les globules a trois reprises dans 20 cent. cubes de solution physiolo- 
gique. Aprés le dernier lavage, om sépare les globules par centrifugation et. 
y ajoute, aprés les avoir délayés dans quelque gouttes de solution physio- 
logique, 2 cent. cubes de sérum chauffé a 56°, de lapin anti-globules de 
chévre. Les globules s’agglutinent fortement. L’injection de ce mélange 
dans la veine d'un lapin préparé la veille par une injection intradermique de 
filtrat de B. coli, fait apparaitre une réaclion hémorragique intense au 
niveau de la région préparée. A cette dose, les globules sensibilisés peuvent 
provoquer une dyspnée passagére, mais ne déterminent pas d’accidents 
anaphylactiques graves. Aucune réaction hémorragique ne survient, par 
contre, au niveau de la peau injectée de filtrat de B. coli, chez des lapins 
témoins qui ont recu, dans la yveine, soit des globules de chévre additionnés 
de sérum de lapin neuf, soit du sérum de lapin anti-globules de chévre, 
injecté seul ou, encore, mélangé a du sérum de chévre. La réaction hémor- 
ragique peut étre déclenchée, non seulement par le mélange de la suspension 
de globules de chévre et du sérum hémolytique correspondant, mais égale- 
ment par les globules sensibilisés au contact de ce sérum et débarrassés 
ensuite par lavage de exces de celui-ci. Elle survient trente a qyuarante-cing 
minutes apres Vinjection de globules sensibilisés ; Je délai précédant l'appa- 


sensibilité anaphylactique, aprés injection de l'anticorps, correspond au 
temps requis par la fixation de cet anticorps au niveau des cellules. Mais 
Vétude de lanaphylaxie passive aux globules rouges a fourni, a ce propos, 
des faits extrémement troublants. J. Bordet mentionne, en effet, dans son 
Traité de VImmunité, que Vinjection intraveineuse de globules de lapin addi- 
tionnés, in vifro, de sérum hémolytique de cobaye anti-lapin, détermine, 
chez le cobaye, un chuc anaphylactique typique et mortel. L’expérience 
réussit également si les globules ont été débarrassés par lavage, aprés sen- 
sibilisation, de Vexcés de sérum hémolytique. Les symptomes observés, 
caraclérisliques du choc anaphylactique, ne peuvent étre attribués a |’ob- 
struction de fins vaisseaux par les globules injectés : ils sont identiques, en 
effet, A ceux que déclenche linjection de l’anaphylatoxine parfaitement lim- 
pide, obtenue en mettant de tels globules sensibilisés au contact de sérum 
frais de cobaye, que l'on débarrasse ensuite des stromas, aprés hémolyse, 
par une centrifugation énergique. Il serait done possible, & la condition de 
s'adresser aux globules sensibilisés, de déterminer le choc anaphylactique, 
chez le cobaye, par injection dun mélange antigéne-anticorps préparé in 
vitro; et largument invoqué 4 lappui de la théorie cellulaire perdrait ainsi 
de sa valeur. Mais, 4 vrai dire. les divers auteurs qui ont étudié l’anaphy- 
laxie globulaire n’aboulissent pas tous a cette conclusion, Certains d’entre 
eux (Schiff et Moore, Cecchini et Meda, Friedli et Homma), n’ont réussi que 
trés difficilement & développer chez le cobaye l’anaphylaxie aclive vis-a-vis 
de globules rouges étrangers et n'ont pu réaliser lanaphylaxie globulaire 
passive. D’autres, par contre, comme Doerr et Moldovan, Moldovan et 
Zolog, Thiele et Embleton, réussirent 4 sensibiliser passivement le cobaye 
a légard de globules étrangers, mais a la condition toutefois de ménager, 
entre linjection de lhémolysine et celle des globules, un délai qui, pour 
Doerr et Moldovan, doit étre de quelques heures aumoins et, d’aprés Thiele 
et Embleton, peut étre réduit 4 dix minutes. Il semble que seul J. Bordet 
ait réussi A déterminer le choc anaphylactique chez le cobaye par injection 
de globules sensibilisés zn vitro. 
Nous avons recherché si les divergences entre ces résultats ne pourraient 
résuller de l'emploi, par Jes divers expérimentateurs, de globules d’espéces 
animales différentes. A cet effet, nous avons préparé des cobayes par 4 a 
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rition de la réaction de Shwartzman ala méme durée lorsqu’on déclenche 
celle-ci par injection dun précipité spécifique, Landis qu'il est sensiblement 
plus long (deux a trois heures en moyenne) aprés injection intraveineuse 
dun filtrat microbien. 


Les globules de chévre, sensibilisés par un sérum hémoly- 
tique correspondant, déclenchent done une réaction de 
Shwartzman intense lorsqu’on les injecte dans la veine d'un 
lapin préparé la veille par injection intracutanée de fillrat 


5 injections de globules soigneusement lavés de lapin, de chévre ou de 
beeuf; semblable traitement a été effectué chez des lapins, au moyen de 
globules de chéyre ou de boeuf; ces animaux ont été saignés une semaine 
aprés la derniére injection. Nous avons vérifié que linjection intraveineuse 
de globules bien lavés de lapin, en quantité correspondant a 1 cent. cube de 
sang délibriné, sensibilisés par du sérum de cobaye anti-lapin, détermine 
chez le cobaye un choc anaphylaclique promptement mortel, méme lorsque 
les globules ont été débarrassés, aprés sensibilisation, de l’excés de sérum 
hémolytique. Par contre, linjeclion intraveineuse d'une dose égale, ou 
méme d’une dose triple, de globules de chévre ou de boeuf, sensibilisés 4 un 
taux comparable par du sérum hémolytique de cobaye ou de lapin, n’a pas 
délerminé d'accidents anaphylactiques apparents, sauf dans un seul cas, ov 
nous avons yu survenir, apres injeclion de globules sensibilisés de chévre, 
des accidents anaphylactiques typiques (convulsions, émission d'urine, dys- 
pnée), rapidement suivis du rétablissement de l’animal. 

Les globules d’espéces animales différentes présentent donc des diffé- 
rences Lrés prononcées au point de vue de l aptitude 4 déterminer, aprés sen- 
sibilisalion, le choc anaphylactique chez le cobaye. Nous ferons remarquer, 
4’ ce sujet, que Jes globules de lapin sent agglulinés beaucoup plus forie- 
ment par le sérum hémolylique de cobaye anti-lapin, que ne le sont, par 
les sérums correspondants de cobaye, les globules de chévre ou de boeuf; 
cette comparaison étant faite, bien entendu, en opérant avec des doses de 
sérum hémolytique conférant un méme taux de sensibilisalion. Il n’est pas 
certain toulefois que l'état agglulirné des globules injectés soit en cause 
dans le déterminisme du choc observé; en effet, celui-ci n’apparait pas aprés 
injection de globules de chévre addilionnés de sérum de lapin anti-chévre, 
qui les agglutine tres énergiquement. 

En dépit des différences que nous venons de consigner, les globules de 
chevre ou de boeuf se sont montrés capables, au méme litre que ceux de 
lapin, de déterminer un choc anaphylaclique typique et mortel par injection 
dans la veine de cobayes injeclés, deux jours auparavant, avec ’hémolysine 
correspondante. Enfin, les globules de ces diverses espéces animales sont 
lous aptes, aprés sensibilisalion, & provoquer Ja transformation du sérum 
frais de cobaye en anaphylatoxine. Aussi, les différences qui séparent les 
globules de ces diverses espéces animales, au point de vue de l'anaphylaxie, 
ne semblent-elles pas trés profondes. Des contingences accessoires font 
sans doute que, parmi les globules sensibilisés, seuls ceux du lapin pro- 
voquent aux doses employées, un choc anaphylactique chez le cobaye. 

L’exemple des globules sensibilisés de lapin montre qu'on ne peut consi- 
dérer comme absolue la nécessilé, pour réaliser l’anaphylaxie passive chez 
le cobaye, de ménager un délai entre linjection de l'anticorps et celle de 
lanligéne. Aussi, l’'argumenl invoqué a ce propos par la théorie cellulaire 
n’a-t-il qu'une valeur incerlaine. On sail, au surplus, que chez le Japin et le 
chien, linjeclion de mélanges précipitines-précipilogénes, comme celle de 
globules sensibilisés, délermine Je choc anaphylactique. 
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microbien. I] existe, & ce point de vue, entre les globules 
d’espéces animales différentes, des différences d'aptitude com- 
parables & celles que nous décrivons en annexe au bas de la 
page et qui concernent l’anaphylaxie. C'est ainsi que nous 
n’avons pu déterminer la réaction de Shwartzman par injec- 
tion de globules de beuf sensibilisés. 


On centrifuge 2 cent. cubes de sang défibriné de beeuf et lave soigneuse- 
ment les globules. Ceux-ci sont ensuite addilionnés de 2 cent. cubes de 
sérum hémolytique de lapin anti-beuf. Ce mélange injecté dans la veine d'un 
lapin préparé la veille par une injection intradermique de filtrat de B. coli 
ne fait pas apparaitre la réaction de Shwartzman. Le lendemain, on injecte 
dans la veine de ce lapin des globules de chévre, en dose correspondanl a 
2 cent. cubes de sang défibriné, additionnés de 2 cent. cubes de sensibilisa- 
trice de lapin anti-chévre ; une réaction de Shwartzman fortement positive 
apparail bientot au niveau de la peau préparée. I.e degré de sensibilisation 
était, dans celte expérience, comparable pour les deux espéces de globules. 
Notons que, A taux de sensibilisation comparables, les globules de chévre 
sont beaucoup plus fortement agglutinés par le sérum de lapin anti- 
chevre que les globules de bceuf ne le sont par le sérum anti-bceuf. Peut-étre 
laptitude des globules sensibilisés de chévre a déclencher la réaction de 
Shwartzman est-elle en rapport avec leur agglutinabilité. 


D’autres substances encore que les filtrats microbiens et les 
complexes antigénes-anticorps peuvent déclencher la réaction 
de Shwarlzman; c'est notamment le cas de la gélose. Grace 
Sickles a montré que linjection intraveineuse d’une gelée 
semi-liquide d’agar-agar, & 0,12 p. 100 en solution physiolo- 
gique, fait apparaitre une réaction de Shwartzman typique et 
intense chez le lapin préparé la veille par injection intrader- 
mique de fillrat microbien. La gélatine, par contre, se montre 
inaclive & cet égard, méme & la concentration de 10 p. 100. Il 
en est de méme pour une série d’autres substances: terre 
d'infusoires, encre de Chine, acide silicique, essayées par 
Shwarizman ou par G. Sickles. Nous-méme avons éprouvé, 
sans plus de succes, l’électrargol, fe phosphate tricalcique, le 
néosalvarsan. Mais Freund et Smith ont pu déclencher la 
réaclion par injection intraveineuse de 10 cent. cubes de solu- 
tion d’amidon & 10 p. 100. La gélose et Vamidon, qui sont 
doués du pouvoir déchainant, ne conyiennent pas a la prépa- 
ration locale. 

Il est certainement remarquable que parmi les substances 
autres que les filtrats microbiens, éprouvées au point de vue 
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de l’aptitude & déclencher la réaction de Shwartzman, seules se 
montrent actives celles qui, par ailleurs, sont douées du 
pouvoir de provoquer la transformation du sérnm frais en 
anaphylatoxine. On sait que le sérum frais de cobaye, maintenu 
pendant quelques heures au contact d'un précipilé spécifique 
(Friedberger) ou de globules sensibilisés (Friedemann) dont on 
le débarrasse ensuite par centrifugation, détermine, lorsqu’on 
l'injecte dans la veine du cobaye, des accidents anaphylactiques 
typiques et mortels. Pour la théorie humorale de l’anaphylaxie, 
cest en formant une telle anaphylatoxine 7m vivo, que les 
complexes antigénes-anticorps déterminent le choc anaphy- 
lactique. Or, J. Bordet a montré, en 1913, qu’une anaphyla- 
toxine tres active apparait également dans le sérum frais main- 
tenu au contact d'une petite quantité de gélose, puis débarrassé 
de celle-ci par une centrifugation tris énergique; et l'amidon 
agit, acet égard, comme la gélose (Nathan). Il parait, a priorz, 
difficile d’attribuer & une simple coincidence le fait que ces 
diverses substances possédent a la fois la propriété d’engendrer 
une anaphylatoxine et celle de déclencher la réaction de 
Shwartzman. Aussi, convenait-il de rechercher si le sérum frais 
n’acquiert pas, par contact in vitro avec lune ou l'autre de ces 
substances, le pouvoir de déclencher la réaction de Shwartzman. 
Les expériences, dont nous donnons ci-dessous un bref compte 
rendu, ne nous permettent cependant pas de conclure dans ce 
sens. 


On centrifuge 4 cent. cubes de sang défibriné de chévre et lave les 
globules a trois reprises dans un grand volume de solution physiologique. 
Le culot de globules est additionné de 4 cent. cubes de sensibilisatrice de 
lapin anti-chévre. Aprés deux heures de contact, on sépare par centrifugation 
ies globules sensibilisés, que l’on mélange ensuite a 15 cent. cubes de sérum 
frais de lapin. Ce mélange, qui s’hémolyse rapidement et presque comple- 
tement, est maintenu a l’étuve pendant deux heures, puis conseryé & la 
glaciére jusqu’au lendemain. On le centrifuge alors, puis injecte le liquide 
surnageant tout entier dans la veine d’un lapin préparé la veille par injection 
intradermique de filtrat de B. coli. On n’observe ni accidents généraux, ni 
réaction hémorragique a l’endroit préparé. Huit heures aprés avoir pratiqué 
cette premiere injection intraveineuse, on injecte dans la veine de ce lapin 
le culot, préalablement délayé, résultant de la centrifugation du mélange 
sérum frais — globules sensibilisés. Peu apres, l’animai présente de la 
dyspnée, se couche, puis se rétablitrapidement. Une réaction hémorragique 
intense se développe bientot au niveau de la peau préparée. Le sérum de 
lapin n’a done pas acquis, au contact des globules sensibilisés, la propriété 
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de déclencher le phénoméne de Shwartzman. Nous avons obtenu des résul- 
tats analogues en remplagant, dans celle expérience, le sérum de lapin par 
une méme quantilé, soit 15 cent. cubes, de sérum frais de cobaye qui, au 
contact de globules sensibilisés, donne une anaphylatoxine trés active. 

Dans une seconde expérience, on mélange 15 cent. cubes de sérum frais 
de lapin a 3 cent. cubes dune gelée d’agar-agar A 0,25 p. 100 en solution 
physiologique. Aprés agitation énergique et séjour de deux heures a l’étuye, 
ce mélange est soumis, a deux reprises consécutives, A une centrifugation 
énergique. Le liquide surnageant est injecté dans la veine d'un lapin préparé 
la veille par injection intradermique de 1 cent. cube de filtrat de B. coli. 
Aprés une demi-heure environ, survient, au niveau du terriloire préparé, une 
réaction hémorragique faible et peu élendue, ne couvrant qu’une partie du 
territoire intéressé par linjection préparante de colitoxine. Trois heures 
apres l’injection du liquide surnageant, on injecte, dans la veine du méme 
lapin, le culot de gélose, préalablement délayé, résultant de la centrifugation 
du sérum gélosé. Au bout d’une demi-heure, on voit apparailre, au niveau de 
la peau préparée, une réaction de Shwartzman intense, s’élendant a toute Ja 
région intéressée par l'injection de colitoxine. L’emploi de sérum de cobaye 
au lieu de sérum de lapin a conduit a des résultats analogues. La réaction 
partielle observée aprés la premiére injection intraveineuse est vraisembla- 
blement déterminée par des traces de gélose persislant dans le sérum aprés 
centrifugation. En effet, cette réaction, extrémement faible, s’est produite au 
bout d’une demi-heure environ, délainormalement requis par la gélose pour 
déclencher la réaction hémorragique. Pas plus que la précédente, cette 
expérience ne permet donc d’attribuer le pouvoir déchainant 4 des troubles 
humoraux analogues 4 ceux qui sont en cause dans la formation de l’anaphy- 
latoxine. 


Nous avons réalisé, par ailleurs, quelques autres expériences, 
destinées & mettre en évidence d’éventuels facteurs humoraux 
du phénoméne de Shwartzman; & vrai dire, cette étude est 
ingrate et difficile, en raison notamment des différences indi- 
viduelles de sensibilité entre lapins. Il convenait, en particulier, 
de rechercher si les propriétés déchainantes sont modifiées par 
le mélange, in vitro, des substances aclives avec du sérum ou 
du sang complet. Cette question se pose surtout pour les filtrats 
microbiens qui, pour une raison inconnue, ne déterminent 
l'apparition de la réaction hémorragique qgu’aprés un délai assez 
long, de deux & trois heures environ, tandis que les précipités 
spéciliques, les globules sensibilisés, ou encore la gélose, la 
font apparaitre au bout d’une demi-heure déja. Ne pourrait-on 
ravcourcir ce temps d’incubation parliculiérement long, que le 
filtrat réclame pour déclencher la réaction hémorragique, en 
mélangeant le filtrat a du sang et laissant le mélange « mirir» 
pendant quelques heures & |’étuve? Nous avons mélangé du 
filtrat de B. coli (1 cent. cube) @ du sérum ou a du sang oxalaté 
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(25 cent. cubes) recucillis, soit chez un lapin neuf, soit chez un 
lapin préparé la veille au phénoméne de Shwarlzman par 
injection intradermique de filtrat. Ces mélanges ont élé main- 
tenus & l’étuve pendant trois heures, puis injectés dans la veine 
de lapins préparés la veille par injection intradermique de filtrat 
de B. coli. La réaction n’a pas été plus précoce dans ces condi- 
tions, qu’aprés injection intraveineuse de filtrat pur; parfois 
lactivité du filtrat a paru, au contraire, allaiblie par ce contact 
prolongé réalisé in vitro. D’autre part, la gélose injectée aprés 
mélange avec 15 cent. cubes de sang oxalaté, a déclenché la 
réaction de Shwartzman, tout comme si elle avait été injectée 
seule. Nous n’allongeons pas inutilement la description de ces 
expériences dont il était cependant, croyons-nous, utile de 
donner un bref apercu, car elles semblent indiquer que les 
facteurs humoraux ne jouent pas, dans le déterminisme du phé- 
noméne de Shwartzman, le role important quwils jouent, par 
exemple, en anaphylaxie. C'est, semble-t-il, en agissant direc- 
tement sur la région préparée que la substance déchainanle 
déclenche la réaction hémorragique. 


IIf. — La réaction hémorragique. 


Liinjection déchainante est toujours suivie d'une période 
silencieuse précédant l’apparition de la réaction hémorragijue 
et qui, comme nous l’avons déja signalé, est sensiblement plus 
longue aprés injection de filtrat microbien qu’aprés injection de 
complexes anticorps-antigénes ou de gélose. La réaction 
hémorragiq ue s’annvonce par quelques éclatements vasculaires, 
disséminés sur le territoire cutané intéressé par l'injection 
préparante. Ces éclatements se mulliplient, en formant des 
taches qui finissent par confluer en une vaste nappe hémorra- 
gique, se superposant souvent exactement a la nappe d’infil- 
tration cedémaleuse déterminée par l’injection préparante. Une 
fois déclenchée, la réaction suit le méme cours, quelle que soit 
la substance qui l’a fait apparailre. La nappe culanée entre- 
prise par le processus hémorragique se nécrose, et l’escarre 
s¢che ainsi formée s’élimine ensuite en faisant place & unc uled- 
pation qui, uprés guérison, laisse une cicatrice indélébile. 
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Le processus hémorragique local a été étudié, au poini de 
vue histologique, par Shwartzman lui-méme, puis par Kiela- 
nowski et Selzer. Cette étude n'a, somme toute, que médiocre- 
ment éclairé le mécanisme de Ja réaction. Avant linjeclion 
déchainante, la région préparée montre des thromboses vei- 
neuses pariétales, de l’émigration leucocytaire périvasculaire, 
et de l’edéme. La réaction positive se caractérise par un afflux 
sanguin important, entrainant la rupture mécanique des 
capillaires, dont l’endothélium ne parait pas altéré. 

La réaction s’accompagne-t-elle de troubles généraux, en par- 
ticulier de changements dans la composition du sang? Nous 
n’avons décelé aucune influence de Ja réaction de Shwartzman 
sur le temps de coagulation du sang, méme lorsque cette réac- 
tion était trés fortement posilive. L’injection intraveineuse de 
filtrat actif est suivie d’une forte leucopénie qui, déja bien 
marquée aprés dix minutes, s’accuse encore dans les heures 
qui suivent, le nombre de leucocytes du sang circulant pouvant 
étre réduit au cinquiéme (2.000 ou moins par millimétre cube) 
de sa valeur avant l’injeclion déchainante. Cetle leucopénie se 
manifeste aussi bien chez le lapin neuf que chez le lapin pré- 
paré la veille par injection intradermique de filtrat. On l’observe 
également, & un degré comparable, aprés injection intraveineuse 
de gélose (3 c. c. a 0,25 p. 100). Mais, dans ce cas, la leuco- 
pénie est plus fugace qu’aprés injection de fillrat: trés pro- 
noncée 5 410 minutes aprés l’injection, elle a presque compleé- 
tement disparu une heure plus tard. Il nous est arrivé — 
mais de facon inconslante — d'observer, au cours de numé- 
rations pratiquées aprés l’injection déchainante de filtrat, la 
présence d'amas de leucocytes agglutinés. Peut-étre de tels 
agglutinats jouent-ils un réle dans la genése des accidents 
hémorragiques, en se fixant au niveau de la région préparée. 
Toutefois, nous n’avons pas observé d’agglulination des leuco- 
cytes én vééro, apres introduction d’une goutte de filtrat de 
B. coli dans 1 cent. cube de sang oxalaté d’un lapin ayant recu 
la veille Vinjection préparante. Signalons encore que nous 
n’avons pas trouvé de variation du nombre des plaquettes, 
mesuré soit avant l’injection déchainante, soit au moment de 
apparition de la réaction. Celle-ci nous a paru également 
dénuée d’influence sur le titre alexigue du sérum. 
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Le déclenchement du processus hémorragique au niveau du 
territoire préparé n’aurait-il pas pour cause l’apparition, dans 
le sang circulant, de principes hémorragipares formés sous 
influence de la substance déchainante introduite dans les 
veines? En vue de répondre & cette question, nous avons réa- 
lisé Vexpérience que voici: 


On injecte 4 cent. cube de filtrat de B. coli dans la peau de 4 lapins A, B, 
Cet D. Aprés vingt-quatre heures, 2 d’entre eux, soit A el B, recoivent 1 cent. 
cube de filtrat de B. coli dans les veines. Deux a trois heures plus tard, au 
moment oti la réaction hémorragique débute, on préléve chez ces lapins, par 
ponction de la carolide, 30 cent. cubes de sang, que l'on mélange aussitot a 
3 cent. cubes de solution d’oxalate de soude a 1 p. 100. On injecle ensuite, 
par voie intraveineuse, le sang prélevé chez A au lapin C, et celui de B au 
lapin D. Aucune réaction ne survient chez C et D tandis que, chez A et B, la 
réaction s’accentue pour devenir trés intense. Cing heures plus tard, comme 
aucune réaction n’est apparue chez C ct D, on injecte dans les veines de ces 
2 lapins 0c. c. 3 de filtrat de B. coli, soit donc une dose trés inférieure a 
celle (4 cent. cube) injeclée a4 A et a B. Une réaction de Shwartzman forte- 
ment positive survient apres trois heures chez C et D. 


Le sang circulant, recueilli au moment de apparition de la 
réaction hémorragique, ne manifeste donc pas le pouvoir de 
déclencher cette réaction, lorsqu’on linjecte, méme en grande 
quantité, dans les veines d’un autre lapin, préparé la veille par 
injection intradermique de fillrat microbien. 


* 
Le 


Comment, 4 la lumiére des données acluellement acquises, 
se représenter le mécanisme de la réaction de Shwartzman? 

Il ne parait pas douteux que les propriétés hémorragipares 
naturelles des substances actives dans Je phénoméne de Shwar- 
tzman jouent un réle essentiel & la fois dans la préparation 
locale et dans le déclenchement de la réaction. Nous n’avons, 
pour notre part, jamais vu survenir de réaction, a la suite de 
injection déchainante, dans une région qui, aprés l’injection 
préparante, aurait repris son aspect normal. La peau ne se 
montre, semble-t-il, sensible & l’aciion hémorragipare de 
l’injection déchainante qu’a la condition de présenter des lésions 
qui, affectant la circulation locale, se trahissent le plus fré- 
quemment par de l'edéme. Au surplus, Vinjection préparante 
peut, mais a vrai dire tres exceptionnellement, déterminer des 


CONTRIBUTION A L’ETUDE DE L’ALLERGIE 375 


lésions d’emblée hémorragiques; nous avons vu apparaitre dans 
de trés rares cas, aprés injection intradermique de filtrat de 
6. colt au lapin neuf, une lésion locale qui, edémateuse dans 
ensemble, était cependant déja parsemée de pétéchies. Enfin, 
introduits par la voie veineuse, les filtrats actits peuvent, 
comme nous l’avons signalé précédemment, délerminer des 
hémorragies au niveau de tissus non sensibilisés, tout particu- 
liérement lorsqu’il s’‘agit de lissus de néoformation. 

Bien qu'elle puisse étre déterminée par des substances trés 
diverses, la sensibilité locale au phénoméne de Shwartzman 
n’apparai! cependant pas comme une conséquence obligatoire 
de toute réaction inflammatoire quelle qu’elle soit. Shwartzman 
lui-méme a montré que, par exemple, la réaction inflammatoire 
extrémement vive, consécutive a l'injection d’essence de téré- 
benthine, ne sensibilise pas a l'action hémorragipare de l’injec- 
tion intraveineuse de filtrat; nous avons nous-méme vérifié ve 
fait sur plusieurs lapins. Les causes exactes de la vulnérabilité 
particnliére de la région préparée, a l'égard de l'action hémorra- 
gipare de linjection déchainante demeurent, il faut en convenir, 
encore obscures; mais on parait cependant autorisé & penser 
quelles consistent dans des altérations vasculaires locales. 

L’étude physiologique de la circulation dans la région pré- 
paréea été tentée par Kielanowski et Selzer. D’aprés ces auteurs, 
les vaisseaux de cette région réagissent normalement a la cha- 
leur et demeurent sensibles 4 l’action constrictive de l’adréna- 
line. L’injection d’adrénaline, en un point d’une région préparée 
la veilleau moyen d'un fillrat, protégerait l’endroit injeclé, en 
l'anémiant, contre le processus hémorragique déclenché ulté- 
rieurement par l’injection déchainante. Le role du syst¢me ner- 
yeux dans la réaction de Shwartzman n’est guére connu. A ce 
propos, nous avons comparé l’évolution de deux réactions, effec- 
tuées symétriquement sur chaque oreille d'un lapin, aprés sec- 
tion unilatérale du sympathique cervical. Aprés l’injection 
déchainante, l’hémorragie apparut au boutdu méme temps aux 
deux oreilles, et lon ne put déceler aucune influence, sur le 
cours de la réaction, de Ja vasodilatation paralylique consécu- 
tive a la section du sympathique. 

Pour apprécier la perméabilité de la région préparée, avant 
l'apparition de l’hémorragie, Burnet injecte une solution de 
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bleu de trypan par voie intraveineuse, au cours du délai com- 
pris entre l’injeclion déchatnante et le début de la réaction 
hémorragique. Il nous a paru également intéressant d'étudier 
la diffusion du colorant lorsqu’on l’introduit dans les veines, 
non pas aprés la substance déchainante, mais en remplacement 
de celle-ci, car l injection déchainante pourrait avoir pour effet 
de modifier la perméabilité de la région préparée. En réalilé, 
les résullats obtenus, aprés injeclion intraveineuse de 3 cent. 
cubes de solution de bleu de trypan 41 p. 100 & un lapin pré- 
paré la veille par injection intradermique de filtrat, furent 
cependant semblables & ceux consignés par Burnet. Alors que 
la peau environnanle s’est rapidement teinte en bleu, la région 
préparée demeure involore pendant plusieurs heures, puis la 
coloration devient uniforme. Le colorant ne pénétre donc 
qu’avec retard au niveau de la région préparée dont la perméa- 
bilité, & Végard des produits introduits dans la circulation, 
parait done trés réduite. . 

Kn dépit de la perméabilité réduite de la région préparée, la 
réaction peut souvent étre déclenchée par linjecltion intra- 
veineuse de tres petites quantités de filtrat, dont la dose 
minima active est évaluée par Shwartzman 4 0c. c. 01 par 
kilogramme d’animal. Il est possible qu'une telle activité soit 
due au fail que la substance déchainante se fixe électivement au 
niveau de la région préparée; mais ce n'est la qu'une hypothese. 

Avant d’abandonner |’étude du phénoméne de Shwartzman, 
qui n'est sans doute pas une simple curiosité expérimentale 
mais est probablement en cause dans diverses manifestations 
pathologiques et notamment dans les purpuras infectieux, 
nous souléverons une derniére question, relative aux consé- 
quences éventuelles qu'il peut entrainer. La réaction hémor- 
ragique nest-elle qu'une lésion toxique d’aspect particulier? 
Qu bien, lcrsqu’elle se déclenche au niveau du siege d'une 
infection, est-elle susceptible d’en faciliter la guérison ? Nous 
donnons ci-dessous le détail des expériences réalisées en vue 
de rechercher si l’évolution de lésions infectieuses est modifiée 
par l’apparition d’une réaction hémorragique. 


Nos expériences ont porté sur 20 lapins dont 16 ont recu, sous la peau, 
4/5 de cullure de vingt-quatre heures de B. coli sur gélose, tandis que 
les 4 derniers ont été inoculés d'une méme dose de culture de bacilles 
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paratyphiques B. Ces injections développent normalement une infection 
ne se généralisant pas, mais déterminant une volumineuse tuméfaction 
locale, accompagnée d’érythéme, qui s'accroit progressivement pendant 
huit a dix jours environ, puis évolue vers l’abcédation. L’abcés ainsi 
formé tend a s’enkyster et persiste généralement pendant un mois ou méme 
davantage. Nous avons observé toulefois, chez 3 des lapins inoculés de 
B. coli, l'apparition Spontanée d'une nappe hémorragique, constituée dés le 
lendemain de Vinjection et couvrant plus ou moins complétement la région 
tuméfiée entreprise par l'infection. Tandis que chez 3 lapins témoins n’ayant 
pas présenté de réaction hémorragique spontanée, la lésion infectieuse 
évolua de la facgon qui vient d’étre décrite; voici comment se développa 
infection chez les lapins ayant présenté une réaction hémorragique d’emblée : 
Le premier d’entre eux, chez qui la réaction hémorragique recouvrait toute 
la région intéressée par l infection, guérit de fagon remarquablement pré- 
coce. Déja aprés six jours, la lésion était complétement affaissée, et consis- 
tail essentiellement dans lI’escarre consécutive a la nécrose de la peau 
atteinte par le processus hémorragique, et sous laquelle se trouvait un peu 
de pus; 4a ce moment, la tuméfaction est saillante et tres étendue chez les 
témoins. La cicatrisation, presque compléte aprés dix-huit jours, était 
achevée aprés vingt-cing jours, tandis que, chez les témoins, l’abcés enkysté 
renfermait encore du pus. Pratiquée aprés dix jours, la recherche du 
B. coli fut également positive chez ce lapin et chez les témoins. Chez le 
second lapin, l’infection évolua a peu prés comme chez le premier. Chez le 
troisiéme enfin, la nappe hémorragique ne recouvrait qu'incomplétement la 
lésion infectieuse. A ce niveau, l’épaississement fut également beaucoup 
moindre que chez les témoins. Mais aprés trois jours, on vit se développer 
une tuméfaction trés saillante en dehors de la zone hémorragique, laquelle 
demeura affaissée. 

Parmi les 4 Japins inoculés de bacilles paratyphiques B, 2 recurent dans 
les veines, le lendemain, 41 cent. cube de filtrat de B. coli. La réaction de 
Shwartzman fut négative chez l’un d’eux, et seulement partielle chez l'autre. 
Chez ces lapins, l'infection évolua comme chez les deux témoins n’ayant pas 
recu de filtrat dans les veines. 

Les 10 lapins restants, inoculés de B. coli, ont été répartis en deux lots: 
5 d’entre eux ont recu dans les veines, le lendemain de l'injection virulente, 
1 cent. cube de filtrat de B. coli, tandis que les 5 autres servirent de témoins. 
La réaction de Shwartzman fut positive chez les 5 lapins injectés de fillrat, 
et la lésion infectieuse évolua comme suit. Chez 2 d’entre eux, la réaction 
hémorragique intéressait toute la région infectée. Au début, se développa 
une tuméfaction comparable a celle apparaissant chez les ltémoins. Mais 
aprés quatre jours environ, la tuméfaction s’affaissa et la guérison survint 
apres une quinzaine de jours. Chez un troisiéme, ot la réaction ne couvrait 
qu’incomplétement la région entreprise par l'infection, on observa le méme 
affaissement de la tuméfaction locale que chez les 2 lapins précédents. Apres 
une semaine, le gonflement local récidiva, mais uniquement en dehors de la 
zone intéressée par la réaction hémorragique. Chez un quatriéme, la réac- 
tion de Shwartzman se limita A quelques ilots peu étendus, et l’infection 
évolua comme chez les témoins. Enfin, le cinquiéme lapin succomba en 
vingt-quatre heures, en présentant de la diarrhée, a l’intoxication déterminée 
par le filtrat; le sang du cceur était stérile. 


378 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


Quelle soit spontanée, ou consécutive & injection iatra- 
veineuse de filtrat, lhémorragie survenant au niveau de la 
lésion déterminée par Vinoculation de B. coli vivants, modifie 
donc l’évolution de cette lésion. L’extension de |’infection est 
moindre, et la tuméfaction moins accusée. Ceci n’implique 
pas, naturellement, que la réaction augmente l’activité de la 
défense locale contre l’infection. Peut-étre les résultats observés 
ont-ils pour cause l’amputation que subit la lésion infectieuse 
du fait de lanécrose consécutive & l’épanchement sanguin. 
Les exemples de recrudescence de |’infection en dehors de la 
zone hémorragique indiquent, au surplus, que les effets de la 
réaction sur l’évolution de la lésion infeclicuse sont stricte- 
ment limités a la zone alteinte par l’hémorragie. 


DEUXIEME PARTIE 


L'ALLERGIE A LA TUBERCULINE 


L’étule de Vallergie non spécifique nouns a conduit précédem- 
ment a alttribuer a l’allergie tuberculinique un déterminisme 
complexe, dépendant a la fois de facteurs spécifiques et non 
spécifiques. L’aptitude & répondre & l’injection de divers pro- 
duits microbiens par des réactions particuliérement intenses et 
a tendance hémorragique se manifeste en effet au cours d’infec- 
tions, telles la tuberculose et la pseudotuberculose, causées par 
des espoces microbiennes qu’aucune parenté ne rapproche. Mais 
chez les tuberculeux, Ja résorption des antigénes élaborés au 
niveau des lésions détermine une sensibilisation spécifique & 
légard de la tuberculine, qui des lors se montre capable, a un 
degré particuligrement élevé, de provoquer des réactions ana- 
logues 4 celles que les produits de certains microbes, comme le 
B. covou le B. proteus, peuvent faire apparattre d’emblée. Cette 
conceplion cadre avec le fait que, comme nous l’avons rappelé 
dans notre mémoire précédent, il n’existe pas de différences 
essentielles entre les réactions tuberculiniques et les réactions 
Vallergie non spécifique. 

La notion selon laquelle la sensibilisation spécifique de l’or- 
ganisme tuberculeux a l’égard de la tuberculine permet a 
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cette substance d’agir comme les produils de cerlains microbes 
le font d’emblée chez lindividu normal, se vérifie égalemen| 
pour ce qui concerne le phénoméne de Shwartzman. C'est ce 
que montre l’expérience suivante, & laquelle nous avons fait 
hriévement allusion en traitant la question de la préparation 
locale aa phénoméne de Shwartzman. 


Des lapins sont tuberculisés, par voie sous-cutanée, au moyen de bacilles 
bovins de la souche Vallée, dont la virulence a l’égard du lapin a é6lé préala- 
blement accrue, grace a plusieurs passages successifs réalisés chez cet 
animal. Dans ces conditions, l’infection évolue en quatre 4 cing mois el 
aboutit 4 des lésions généralisées, mais surtout prononcées au niveau des 
poumons. 5 de ces lapins, tuberculisés depuis deux Aa trois mois, 
recoivent dans la peau 1 cent. cube de tuberculine diluée au 1/10. Apres 
vingt-quatre heures, 4 d’entre eux présentent une réaction cedémateuse 
a lendroit injecté, tandis que la réaction est négalive chez le cinquiéme. A 
ce moment on injecte-1 cent. cube de filtrat de B. coli dans la veine de ces 
5 lapins :41 des lapins ayant présenlé une réaclion cedémateuse succombe 
rapidement. Chez les 3 autres lapins ayant réagi a la tuberculine, une réac- 
tion hémorragique, identique a celle qui caractérise le phénoméne de 
Shwartzman, survient aprés trois a4 quatre heures au niveau de la lésion 
cedémateuse déterminée par la tuberculine; cette réaction est intense chez 
2 de ces lapins et partielle seulement chez le troisiéme. Aucun changement 
ne suryient chez le dernier lapin, qui n’a pas réagi a la tuberculine; il en est 
de méme, cela va sans dire, chez des Japins normaux témoins qui ne pré- 
sentent aucune réaction locale perceplible le lendemain de Vinjection intra- 
dermique de tuberculine. Tandis que, chez les lapins allergiques, la peau 
injectée de tuberculine diluée au 1/10 devient le siége dune réaction de 
Shwartzman aprés injection intraveineuse de B. coli, cette injection ne déter- 
mine aucun changement au niveau de la peau injectée de bouillon glycériné 
et qui, aprés vingt-qualre heures, a repris son aspect normal. Signalons 
encore, a propos de celte expérience, que l'injection au lapin normal de 
sérum de Japin tuberculeux, incapable de lui conférer la sensibilité a la 
tuberculine, n'a pas réussidavantage a lui Lransmettre l’aptitude a présenter 
une réaction de Shwartzman au niveau de la peau préalablement injectée de 


tuberculine. 


Chez le lapin allergique, linjection intracutanée de tuber- 
euline détermine donc une réaction cedémaleuse analogue a 
celle que le filtrat de B. co/d fait apparaiire méme chez l’animal 
neuf et qui, comme elle, est susceptible de présenter la réac- 
tion de Shwartzman sous linfluence de l'injection déchainantle 
intraveineuse. On peut se demander, dés lors, si le caractére 
hémorragique quolfrent fréquemment les réactions allergiques 
eutanées, chez le cobaye par exemple, ne dépend pas en partie 
de facteurs identiques & ceux qui provoquent la réaction de 
Shwartzman. Peut-étre la lihération, dans l’organisme aller- 
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gique porteur de foyers infectieux, de petites quantités de pro- 
duits microbiens issus de ces foyers, est-elle susceptible d’agir 
comme le fait injection intraveincuse de filtrafs microbiens 
dans l’expérience de Shwartzman. On expliquerait ainsi le 
caractére hémorragique des réactions déterminées par !injec- 
tion intracutanée de microbes divers, chez les cobayes porters 
de foyers infectieux, notamment tuberculeux ou pseudo-tuber- 
culeux. Semblablement, chez les tuberculeux, les produits 
microbiens déversés daus la circulation exerceraient leur action 
hémorragipare a !’égard de la Iésion locale déterminée par 
l'injeclion intracutanée de tuberculine, vis-a-vis de laquelle 
lorganisme s est sensibilisé de fagon spécifique. 

La similitude entre laction de la tuberculine chez le tuber- 
culeux et celle que la colitoxine exerce d’emblée chez lanimal 
sain se manifeste encore pour ce qui concerne la réaction 
hémorragique déclenchée par la colitoxine au niveau des foyers 
d'incrustation du tale injecté dans la cavilé péritonéale. Nous 
avons observé, en effet, chez un cobaye tuberculisé par voie 
sous-cutanée, que Llinjection intraveineuse de 0 c. c. 1 de 
tuberculine, entrainant la mort de l'animal au bout de quelques 
heures, déclenche une réaction hémorragique au niveau des 
foyers dincrustation du tale introduit dans le péritoine six 
jours auparavanl; par contre, Vinjection d’une dose double de 
tuberculine n’a pas déterminé de réaction, au niveau de ces 
foyers, chez Vanimal témoin non tuberculeux. 

On sait combien peu fructueuses ont été les recherches 
visant & développer la sensibilité a la tuberculine, en l'absence 
de bacilles, par injection de produits tuberculeux solubles et, 
en particulier, de la tuberculine elle-méme. Nous-méme avons 
fait quelques tenlatives dans ce sens, avec aussi peu de succes 
que les auleurs gui nous ont précédé. Nous avons notamment 
cherché a sensibiliser l’animal a l’égard de la tuberculine en 
injectant cette substance préalablement mélangée avec des 
particules, inanimées ou vivantes, destinées a servir de « sup- 
port » ala tuberculine injectée : les résultats furent constam- 
ment négatifs. C’est ainsi que, par exemple, nous avons inoculé 
a des cobayes un mélange de culture de bacilles de Preisz- 
Nocard et de tuberculine; au surplus, de la tuberculine a 
été réinjectée, aprés une douzaine de jours, a l’intérieur méme 
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des abcés développés aux points d’inoculation. Ces cobayes, 
éprouvés dans la suile, 4 plusieurs reprises, par injection intra- 
dermique de tuberculine, n’ont jamais réagi. La tuberculine 
est donc dénuée d'action sensibilisante, méme_ lorsqu’on 
Vinjecte & l'intérieur de foyers inflammatoires. Nous n’avons 
également obtenu que des résultats négatifs en associant 
Vinjection de tuberculine & celle d’une émulsion virulente de 
bacilles de Malassez. 

Nous avons effectué d'autres essais en nous adressant, non 
plus & la tuberculine elle-méme, dont le pouvoir sensibilisant 
a pu étre affeclé par le chauffage prolongé que cetle substance 
subit au cours de sa préparation, mais a des filtrats frais de 
cultures tuberculeuses. A. Boquet et J. Bretey ont montré 
quau point de vue de l’aptitude & provoquer les réactions 
allergiques, les filtrats frais sont au moins cinq fois plus actifs 
que les mémes filtrats chauffés pendant une demi-heure & 126°. 
D’autre part, les animaux injectés au moyen de ces filtrats frais 
deviennent hypersensibles vis-a-vis de ces filtrats; mais d’aprés 
A. Boquet et G. Sandor, les réactions d hypersensibilité obser- 
vées dans ces conditions différent des réactions allergiques 
habituelles et présentent les caractéres des réactions anaphy- 
lacliques. Ne pourrait-on obtenir des réactions cutanées a 
caractére allergique chez les animaux injectés avec des fillrats 
frais, & la condition de développer une réaction tissulaire 
durable, par exemple en introduisant dans la cavilé péritonéale 
un corps étranger préalablement imprégné de filtrat? Dans ce 
but, des troncons de moelle de sureau, de 1 & 2 cenlimétres de 
longueur, ont été percés de fins canalicules par piqdres multiples 
& l'aide d’une aiguille portée au rouge. Ces troncons ont été 
ensuite immergés dans le filirat d'une culture de bacilles tuber- 
culeux en bouillon glycériné. On fit pénétrer Je filtrat, par le 
vide. dans les fins canalicules des morceaux de moelle. Ceux-ci, 
ainsi imbibés de filtrat frais, ont été introduits ensuile dans la 
cavité péritonéale de cobayes males, ot ils suscitent une proli- 
fération conjonctive aboutissant 4 l’enkystement du corps 
étranger. Malgré la réaction cellulaire importante dé erminée 
de la sorle, les intradermo-réactions 4 la tuberculine, prati- 
quées & diverses reprises chez ces animaux, furent toujours 


négatives. 
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On sait que l’on ne réussit pas & transmettre la sensibilité 
tuberculinique & animal neuf par injection de sérum d’animal 
tuberculeux allergique. Nous nous sommes demandé si la sen- 
sibilisation passive vis-a-vis de la tuberculine ne pourrail étre 
réalisée en injectant le sérum de tuberculeux, non & l’animal 
neuf, mais au cobaye pseudo-tuberculeux. L’allergie non spé- 
cifique, que celui-ci manifeste 4 légard de produits microbiens 
divers, ne le rendrail-il pas apte a réagir a la tuberculine, 
aprés injection de sérum de tuberculeux? Quelques essais 
effectués dans ce sens, chez des cobayes infectés expérimenta- 
lement par le bacille de Malassez, ont décu notre espoir. A vrai 
dire, la rapidité de l’évolution de la pseudo-tubercutose expéri- 
mentale rend assez difficile la réalisation de ces expériences. 
Nous les répéterons, lorsque l'occasion s’en présentera, sur des 
animaux atteints de pseudo-tuberculose spontanée. 

En présence des résultats négatifs fournis par les essais de 
sensibilisation passive vis-a-vis de la tuberculiné, faut-il aban- 
donner lidée selon laquelle l’allergie tuberculinique dépen- 
drait, en partie du moins, de facteurs humoraux? I] e-t bien 
difficile des’y résoudre, étant données, notamment, les conditions 
d'apparition de cette sensibilité, ainsi que sa diffusion A J’or- 
ganisme entier. Et pourtant, outre qu'elle ne révéle pas la pos- 
sibiliié de transmetire la sensibilité tuberculinique par l’inter- 
médiaire du sérum, l’expérience n’a pu mettre en évidence 
aucune influence du sérum de tuberculeux sur les propriétés 
de la tuberculine. Aussi, les théories attribuant l’action de la 
tuberculine & la production d’une toxine, née au contact de 
cette substance avee les humeurs de l’animal tuberculeux, 
manquent-elles de bases expérimentales. C’est le cas notam- 
ment de la théorie de Wassermann et Bruck qui, calquée sur 
la théorie humorale de l'anaphylaxie, suppose que la tubercu- 
line s'unit, dans ’organisme tuberculeux, & une antiluberculine. 
en formant un complexe qui, susceplible d’absorber Valexine, 
serait responsable des accidents de l’allergie tuberculinique. 1] 
en est de méme de lhypothése émise par M. Nicolle et par 
Wolff-Eissner, selon laquelle ces accidents seraient déterminés 
par un poison libéré aux dépens de la tuberculine, sous l’action 
d’une lysine uniquement présente chez les tuberculeux. Nous 
rappellerons, ace propos, que divers auteurs n’ont pu confirmer 
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observation de Hekman, semblant plaider en faveur de cette 
hypothése, et d’aprés laquelle la tuberculine acquerrait, apres 
mélange avec du sérum de tuberculeux, la propriété de provo- 
quer une réaction inflammatoire de la conjonctive par instilla- 
tion dans l'cil de sujets sains. 

Ne pourrait-on, toutefois, saisir une action éventuelle du 
sérum de tuberculeux sur la tuberculine, en injectant le 
mélange de ces deux substances, non pas 4 l'animal neuf, pour 
lequel il n’est pas toxique, mais a |’animal tuberculeux? II est 
bien connu que le sérum de tuberculeux ne neutralise pas la 
tuberculine; mais ne la modifierait-il pas, de telle sorte que 
Vintoxication déterminée par le mélange tuberculine-sérum 
tuberculeux ne fut pas identique a celle causée par la tuberculine 
seule, ou préalablement mélangée & du sérum d’animal neuf? 


On saigne a blanc, par ponction de la carotide, un cobaye tuberculisé 
depuis deux mois et reconnu sensible a la tuberculine, ainsi qu’un cobaye 
neuf témoin. Le lendemain, on introduit 0c. c. 1 de tuberculine brute dans 
5 cent. cubes de chacun des sérums ainsi obtenus et maintient ces mélanges 
pendant deux heures a I|’étuve, puis au froid pour la durée de la nuit. Ces 
mélanges sont injectés ensuite, chacun dans la veine jugulaire d'un cobaye 
tuberculisé depuis deux mois. Ces 2 cobayes succombent au bout de dix 
heures environ, en présentant les mémes symptdomes, caractéristiques de 
Vintoxication tuberculinique. 


Le sérum de tuberculeux n’exerce done aucune influence 
perceptible sur les propriétés toxiques de la tuberculine. 


TROISIEME PARTIE 


LE DETERMINISME 
DE DIVERSES MODIFICATIONS HUMORALES 
OBSERVEES AU COURS DE LA TUBERCULOSE 
LEURS RAPPORTS 
AVEC LES PHENOMENES D'ALLERGIE 


La recherche d’éventuelles modifications humorales au 
cours des phénoméncs d’allergie nous a révélé des faits inté- 
ressants au point de vue du déterminisme des troubles humo- 
raux qui, au cours de la tuberculose, se dénoncent par diverses 
réactions, en particulier la séro-réaction a la résorcine. Cette 
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réaction fut, on le sail, préconisée par Vernes, en 1926, pour 
le diagnostic de la tuberculose. Elle se pratique en introdui- 
sant, dans 0c. c. 6 de sérum non chaulfé, 0 c. c. 6 d'une solu- 
tion de résorcine & 1,25 p. 100 en eau bidistillée. Dans ce 
mélange sérum-résorcine se développe peu a peu un trouble 
aboutissant & la formation de flocons et qui, léger lorsqu’il 
s'agit de sérum humain normal, est généralement beaucoup 
plus intense lorsque le sérum provient d'un sujet tubercu- 
leux (1). A concentration plus élevée, la résorcine fait floculer 
fortement méme les sérums normaux. Plusieurs corps du 
groupe des phénols peuvent dilférencier, avec une précision 
plus ou moins grande, le sérum de tuberculeux du sérum 
normal; mais, parmi eux, la résorcine s'est montrée le réactif 
de choix. 

La valeur clinique de la réaction de Vernes a fait Vobjet de 
nombreuses recherches. Leurs résultats ont généralement con- 
firmé la valeur diagnostique de la méthode. On a cependant 
enregisiré des réactions positives, en l’absence d’infection 
tuberculeuse, notamment au cours de certaines maladies infec- 
tieuses aigués (fiévre typhoide, grippe, pneumonie, appendi- 
cite), ou, encore, chez des cancéreux cachectiques. Chez les 
tuberculeux, Vintensifé de la réaction peut subir des oscilla- 
tions qui vont de pair avec les variations d’activilé desfoyers : 
une élévalion de l’indice photométrique coexiste généralement 
avec une aggravation des sympltomes cliniques. La méthode 
serait done utile non seulement au diagnostic, mais aussi au 
pronostic de l’infection tuberculeuse. 

La nature des modifications sériques révélées par la réaction 
de Vernes a fait Pobjet d’une étude de Chorine et Prudhomme. 
Ces auteurs ont étudié l’influence, sur la marche de la réac- 
tion. de l’addition, soit aux sérums normaux, soit aux sérums 
de tuberculeux, de différentes fractions protéiniques extrailes 
du sérum humain normal. Ils ont montré, notamment, que 


(1) Vintensité de la réaction s’apprécie par deux lectures, au photométre 
de Vernes, de la densité optique du mélange sérum-résorcine. La premiere 
est praliquée apres la préparation du mélange et la seconde aprés qualre 
heures de séjour du mélange a 20°. La différence entre les chiffres obtenus 
donne l'« indice photométrique », qui mesure donc l’intensité du trouble 
développé dans le mélange. Chez homme normal, l’indice varie entre 0 
et 20. Lorsque l'indice dépasse 30, la réaction est considérée comme positive. 
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addition de sérines au sérum de tuberculeux diminue I’ hyper- 
floculabilité de ce sérum par la résorcine. D'autre part, l’addi- 
tion d’euglobulines au sérum humain normal accroit sa flocu- 
labilité; celle-ci augmente dans la mesure del’enrichissement du 
sérum en euglobulines. Chorine et Prudhomme concluent de 
leurs recherches que Vhyperfloculabilité du sérum par la 
résorcine est due & la fois & une diminution des sérines et & 
une augmentation des eu- et des pseudoglobulines. Pour ces 
auteurs, la réaction de Vernes doit étre considérée comme un 
indicateur commode d'un déséquilibre dans les proportions 
relatives des globulines et des sérines, déséquilibre dont 
Achard et ses collaborateurs ont montré limportance au cours 
sermes 
tient albumineux du sérum, est en moyenne de 1,6 A I’état 
normal, tandis qu’il se montre fréquemment inférieur & 
Vunité chez les tuberculeux. Cet abaissement du quotient albu- 
mineux observé chez les tuberculeux résulte a la fois d’une 
hyperglobulinémie et d'une diminution de la teneur du sang 
en sérines; il est, d’aprés Achard, d’autant plus accusé que 
Vinfection tuberculeuse est plus grave, mais peut s’observer 
également au cours de diverses infections aigués. 

De tels troubles humoraux ont été reconnus également 
chez les cobayes tuberculeux qui, d’aprés Courmont, Gardére 
et Bardinaud, présentent une trés forte hyperglobulinémie. La 
séro-réaction de Vernes permettrait, d’aprés Grysez et Breton, 
de diagnostiquer la tuberculose trés précocement, soit aprés 
huit & quinze jours, chez les cobayes inoculés de produils sus- 
pects. 

Mais si l’on est assez bien renseigné sur la nature des chan- 
cements humoraux observés au cours de la tuberculose, on ne 
s'est guére attaché, jusqu’a présent, a étudier expérimentale- 
ment la cause de ces changements. C’est principalement a ce 
probleme que nous consacrerons cette derniére partie de notre 
mémoire. 

Notre étude a été effectuée surtout chez le lapin, dont le 
sérum, a l’état normal, ne se trouble pas, ou ne se trouble que 
trés faiblement, aprés mélange 4 volume égal d’une solution 
de résorcine 41,25 p. 100. Le sérum de lapin différe en cela 
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de la tuberculose. Le rapport » encore appelé quo- 
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du sérum de cobaye qui donne normalement, par mélange 
avec la résorcine, un trouble assez intense correspondant, 
d’aprés Grysez et Breton, & un indice photométrique moyen 
égal a 30. 

Nous avons constaté tout d’abord que l injection intrader- 
mique ou sous-cutanée de certains filtrats microbiens, en par- 
ticulier du filtrat de B. coda que nous avons utilisé le plus fré- 
quemment, est souvent suivie, aprés vingt-quatre heures, 
d'une augmentation considérable de la floculabilité du sérum 
par la résorcine. La réaction de Vernes s’accentue encore 
ensuite pour atteindre son maximum aprés deux jours; aprés 
six jours, elle est redevenue normale. La réaction observée 
dans ces conditions est plus intense que celle donnée par le 
sérum de lapin tuberculeux, qui ne se trouble que légére- 
ment par addition de la solution de résorcine. 


Ne disposant pas d'un photométre de Vernes au laboratoire, nous navons 
déterminé l’indice photométrique des sérums que dans quelques cas. II 
n’entrait pas, du reste, dans nos intentions d’apprécier de légéres différences 
dans l’intensité des floculations observées, comme il est nécessaire de pou- 
voir en dépister dans lapplication clinique de la méthode. Les différences. 
dont nous avons tenu compte étaient toujours évidentes A l’examen 
direct; leur appréciation est, au surplus, particulitrement facile chez le 
lapin, en raison du fait qu’a l'état normal le sérum de cet animal ne se trouble 
qu’a peine, ou méme pas du tout, par la résorcine. Aussi, avons-nous pu, 
sans inconvénient, nous passer du photométre pour la lecture des résultats. 

La technique suivie est celle indiquée par Vernes. Le sang est recueilli a 
jeun, & la veine marginale deloreille du lapin. Le mélange, effectué en intro- 
duisant dans 0 c. c. 6 de sérum frais 0 c. c. 6 de solution de résorcine & 
1,25 p. 100 en eau bidistillée, est maintenu a Ja température du laboratoire. 
En cas de réaction positive, le sérum des lapins injectés, depuis vingt-quatre 
ou quarante-huit heures, avec 1 cent. cube de filtrat de B. coli, donne 
souvent un trouble tres net quelques minutes aprés l’addition de résor- 
cine. Au bout d’un temps parfois inférieur 4 une heure, apparaissent des 
flocons qui, dans la suite, peuvent s’agglomérer en une masse unique. 
Bien que moins accusée, l’hyperfloculabilité du sérum peut encore étre mani- 
feste quatre jours aprés l’injection du filtrat; mais, aprés six jours, le sérum 
est redevenu normal. 

I/intensité de la réaction est lrés variable selon les animaux. On observe 
tous les intermédiaires entre les réactions fortes, se mesurant par un indice 
photométrique égal a 60 ou plus, et les réactions négatives ne se distinguant 
pas de celles fournies par le sérum recueilli avant linjection du filtrat. Le 
degré de l'hyperfloculabilité du sérum nousa paru en rapport avec l’intensilé 
de la réaction inflammatoire développée par le filtrat & Pendroit injecté. 

Nous avons également observé des réactions positives aprés injection de 
filtrats de cultures d’autres especes microbiennes que le B. coli: B. proteus, 
staphylocoque, B. pyocyanigque; l’injection de bouillon ordinaire n’a donné 
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que des résullats négatifs. D’autre part, on peut obtenir, chez le méme lapin, 
plusieurs réactions positives par injection, a plusieurs reprises, du méme 
filtrat. 

Tandis que le filtrat de B. coli fait fréquemment apparaitre une réaction de 
Vernes positive lorsqu’on l'injecte par voie intradermique ou sous-cutanée, il 
ne produit qu’exceptionnellement cet effet lorsqu’il est introduit dans les 
veines. Plusieurs lapins dont le sérum, aprés injection intraveineuse de 
filtrat de B. coli, ne s’était pas troublé par addition de résorcine, ont, dans la 
suite, donné une réaction de Vernes positive aprés injection intradermique 
dune quantité égale du méme filtrat. 

L’addition in vitro de filtrat au sérum de lapin, araisondeI goutte pour XXV, 
est sans influence sur la floculabilité de ce sérum. 


Ces constatations conduisent naturellement A penser que 
Vhyperfloculabilité sérique observée au cours de la tuberculose 


x 


est due & la résorplion de poisons microbiens élaborés au 
niveau des foyers infectieux. Les résultats que nous expose- 
rons plus loin, relatifs aux effets de l’injection de tuberculine 
sur la réaction de Vernes, corroborent cette facon de voir. 
Mais, avant d’aborder ce point, nous rechercherons si les modi- 
fications humorales dénoncées par la résorcine affectent des 
rapports avec le phénoméne de Shwartzman. 


Si apparition d’une réaction de Vernes fortement posilive, aprés injection 
de filtrat, coexiste souvent avec l’aptiftude 4 donner lieu au phénoméne de 
Shwartzman, nous avons pu pourtant, dans quelques cas, observer soit une 
réaction 4 Ja résorcine bien marquée chez des lapins réfractaires au phéno- 
méne de Shwartzman, soit une réaction hémorragique intense chez des animaux 
donnant une réaction de Vernes négative. D’autre part, l'injection déchai- 
nante de filtrat s'est montrée souvent sans influence notable sur le cours de 
la séro-réaction. Il arrive toutefois gue cette injection détermine une hausse 
fugace de la floculabilité du sérum, comme le montre le tableau suivant, 
donnant les variations de l’indice photométrique chez 2 lapins Aet B, qui ont 
recu, & vingt-quatre heures d’intervalle, dans la peau puis dans les veines, 
4 cent. cube, soit de filtrat de B. coli (lapin A), soit de bouillon ordinaire 
(lapin B); le lapin A a fait une réaction de Shwartzman fortement positive 
deux heures et demie aprés l’injection intraveineuse de filtrat. 


INDICE PHOTOMETRIQUE 


1 heure 3 heures 
apres aprés 
Vinjection Vinjection 
intraveineuso intraveineuse 


Avant Avant 
linjection Vinjection 


intracutanée intraveineuse 


15 
<< 25) 
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Liinjection intraveineuse d’un précipilé spéciflque ou de gélose, bien que 
susceptible de déclencher la réaction de Shwartzman, n’a pas exercé 
dinfluence sur la réaction a la résorcine. Nous avons, d’autre part, 
recherché ‘les effets de l’addition, 2m vitro, de filtrat microbien au sérum, 
hyperfloculable par la résorcine, d'un lapin préparé la veille par injection 
intradermique de filtrat. Introduit & raison de I goulle pour XXV goultes de 
sérum, le fillrat n’a pas modifié la floculabilité de ce sérum par la résorcine. 


En résumé, s'il est 6videmment malaisé d’émettre a ce sujet 
un avis formel, il semble, toutefois, ne pas exister de rapports 
étroits entre le phénoméne de Shwartzman et les modifications 
humorales dénoncées par la résorcine. 

L’action de injection de tuberculine sur la floculabilité du 
sérum est particulitrement intéressante ence qu'elle est subor- 
donnée a l’existence de la sensibilité allergique & l’égard de 
cette substance. Nous avons reconnu, en elfet, que cetle injec- 
tion déclenche, chez le lapin tuberculeux, un accroissement 
souvent considérable de la floculabilité du sérum par la résor- 
cine, tandis qu'elle se montre régulitrement ‘inaclive, & ce 
point de vue, chez le lapin normal. 


3 lapins (A, B et C), inoculés de pus tuberculeux depuis six a dix semaines, 
et 4 lapins neufs (a, b, ¢ et d), sont injectés dans la peau avec 1c. c. 5 de 
tuberculine diluée au dixiéme en solution pbysiologique. Cette injection 
détermine une réaction cedémateuse chez les lapins tuberculeux. On préléve 
445 cent. cubes de sang a loreille de ces lapins, soit avant linjection de 
tuberculine, soit vingt-quatre heures apres celle-ci. 

Voici, pour les divers sérums recueillis, les résuilats de la réaction de 
Vernes. 


LAPINS 


A (tuberculisé depuis 8 semaines). 
B (tuberculisé depuis 6 semaines). 


C (tuberculisé depuis 10 semaines). 


SERUMS RECURILLIS 
avant injection 
de tuberculine 


Trouble trés Jéger 
et cxtrémement tardif. 
Pas de trouble. 


Trouble trés léger. 

Pas de trouble. 

. .|Pas de trouble. 
.|Pas de trouble. 

.|Pas de trouble. 


SERUMS RECUEILLIS 
aprés injection 
devONcieh AD 
de tuberculine 


Floculation intense 
et presque instantanée. 
Floculalion intense 
et presque instantanée, 
Trouble accentué. 
Pas de trouble. 
Pas de trouble. 
Pas de trouble. 
Pas de trouble. 


L’augmentation de la floculabilité du sérum, chez les lapins tuberculeux, 
alteint son maximum quarante-huit heures aprés l'injection de tuberculine, 
et nest plus perceptible six jours aprés celle-ci. Son évolution est done 
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superposable a celle de I'hyperfloculabilité déterminée, chez le lapin normal, 
par l’injection de filtrat de B. coli. Signalons encore que Ja floculabilité du 
sérum de lapin tuberculeux n'est aucunement modifiée par l’addition de 
tuberculine, réalisée in vitro. 


Cette inftuence de Vinjection de tuberculine sur la réaction 
de Vernes, constatée uniquement chez l’animal tuberculeux, 
permet d’attribuer la persistance d'une séro-réaclion positive, 
chez le sujet tuberculeux, 4 ’imprégnation continue de lorga- 
nisme par les poisons hacillaires, dont l’action apparait liée a 
Vexistence de la sensibilité allergique. Ces résultats expliquent 
et corroborent l'impression recueillie par les cliniciens, selon 
laquelle une hausse de l'indice photométrique accompagne une 
aggravation des manifestations toxiques de l’infection tubercu- 
leuse : sueurs, asthénie, amaigrissement, etc. Ils apportent, 
d’autre part, un nouvel exemple de |’analogie existant entre 
action de la tuberculine chez l’animal tuberculeux et celle que 
la colitoxine exerce d’emblée chez l’animal neuf. 

Des substances autres que les produits microbiens sont-elles 
capables d’augmenter la floculabilité du sérum par la résor- 
cine? Nous avons déja signalé plus haut que J’injection de 
bouillon ordinaire se montre, & cet égard, tout a fait inactive. 
Nous n’avons également obtenu que des résultats négalifs 
aprés injection de 2 cent. cubes de sérum de cheval, méme 
lorsque celle-ci était pratiquée chez des lapins qui, sensibilisés 
par plusieurs injections de sérum de cheval, répondaient a la 
réinjection de cet antigéne par une réaction d’Arthus intense, 
comportant l’apparition d’une volumineuse tuméfaction locale ; 
il en fut de méme 8 la suite du choc anaphylactique chez le 
cobaye. 

Par contre, nous avons reconnu que l’injection sous-cutanée 
d’essence de térébenthine provoque, le plus souvent, une 
hausse extrémement intense de la floculabilité du sérum par la 


résorcine. 


Nous avons injecté l’essence de térébenthine, par voie sous-culanée, a la 
dose de 0c. c. 3. L’hyperfloculabilité observée dans ces conditions évolue 
comme apres injection de produits microbiens. D’intensité variable selon les 
animaux, elle est déja bien marquée le lendemain de l’injection, présente son 
maximum le surlendemain et a disparu apres six jours. La disparilion pré- 
coce de l’hyperfloculabilité présente, dans le cas de l'injection de térében- 
thine, un intérét particulier. En effet, si Vinjection de filtrats de culture 
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n’entraine que des modifications locales extrémement passagéres, linjection 
d’essence de térébenthine détermine, on le sait, une lésion locale durable : 
« Vabceés de fixation » formé dans ces conditions persiste toujours pendant 
plusieurs semaines. C’est donc uniquement au moment on se produit la 
réaction inflammatoire trés vive aboutissant Ala formation de l’abcés, que 
s’accusent les changements humoraux révélés par la réaction de Vernes, 
laquelle redevient rapidement négative en dépit de la persistance de l’abcés. 


Les changements humoraux dénoncés par la réaction de 
Vernes accompagnent donc des réactions inflammatoires trés 
diverses. Nous avons pu également provoquer leur apparition 
par injection sous-cutanée, au lapin, de 2 cent. cubes d’une 
solution de nucléinate sodique a5 p. 100. Cette injection, sui- 
vie d'une élévation légére de la température ne dépassant pas 
1°, adéterminé une augmentation de la floculabilité sérique, 
bien accusée aprés vingt-quatre heures et ayant presque com- 
pléetement disparu le surlendemain de |’injection. 

Nous réunissons ci-dessous, avant de poursuivre, divers ren- 
seignements de détail relatifs & la réaction de Vernes, recueillis 
a loccasion des expériences précédentes. 


Nous n’avons pas observé de modification de la floculabilité aprés chauf- 
fage du sérum 4 56° pendant une demi-beure. La floculabilité est, par contre, 
fortement réduite aprés contact du sérum avecde hydrate d’alumine. Nous 
avons remarqué, d’autre part, qu’unsérum présentant une réactionde Vernes 
fortement positive, qu’il soit frais ou qu'il ait élé préalablement chauffé a 56°, 
perd complétement sa floculabilité par la résorcine si on l’additionne de 
4/5 de son volume de gélose a 0,25 p. 100, puis, apres quelques heures 
de contact, le centrifuge énergiquement. Cette action de la gélose s’exerce A 
légard du sérum“de cobaye, déja fortement floculable 4 l’état normal 
par la résorcine, comme vis-a-vis du sérum de lapin, rendu hyperfloculable 
aprés injection de produits microbiens ou d’essence de térébenthine. 

Vernes a montré que l’intensité de la ffoculation du sérum humain aug- 
mente lorsque s‘éléve la concentration de la solution de résorcine utilisée. 
Nous avons fait la méme constatation pour le sérum de lapin qui, par mélange 
a volume égal d’une solution de résorcine a 5 p. 100, donne un trouble bien 
marqué, méme a l'état normal, et est floculé de facon intense par la résor- 
cine a 10p. 100. 

Le sérum, hyperfloculable par la résorcine, recueilli chez un lapin injecté 
de filtrat ou de térébenthine, ne se trouble pas par addition de 9 volumes 
deau distillée. Le trouble qui se développe dans le sérum ainsi dilué, par 
passage d’un courant de gaz carbonique, est, généralement, manifeslement 
plus intense que celui qui apparait dans le sérum normal traité de la 
méme fagon. La différence dans l'intensité du trouble produit par passage 
de gaz carbonique nous a paru se marquer davanlage, enire les sérums don- 
nant une réaction de Vernes positive et les sérums négatifs, lorsqu’on dilue 
ces sérums avec trois volumes d’eau distillée, plutot qu’avec 9 volumes. 
Ceci correspond au fait, établi par Chorine pour le sérum humain, selon 
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lequel c’est la fraction la moins soluble des euglobulines qui, par son aug- 
mentation, accroit la floculabilité du sérum par Jarésorcine; d’apres cet 
auteur, seules interviennent A cet égard les euglobulines insolubles méme 
en présence de NaCl & 4p. 1000. 


* 


ees 


I] était intéressant de rechercher si les modifications humo- 
rales déterminées par l'injection de certains produits micro- 
biens ou d’essence de térébenthine peuvent étre appréciées, non 
seulement par la réaction de Vernes, mais aussi par d'autres 
méthodes utilisées au laboratoire pour le diagnostic de la 
tuberculose, exception faite, cela va sans dire, de celles qui se 
fondent sur l’existence dans le sérum d’anticorps spécifiques 
du bacille tuberculeux. Parmi ces méthodes, la plus connue 
repose sur l’accélération de la sédimentation globulaire qui, les 
recherches cliniques l’ont 4tabli, n'est, pas plus que la réaction 
a la résorcine, spécifique de la tuberculose. Il n’y a pas lieu 
d’énumérer ici les facteurs, globulaires ou plasmatiques, sus- 
ceplibles d'influer sur la vitesse de sédimentalion des héma- 
ties. Qu’il nous suffise de rappeler, & ce sujet, que celle-ci tend 
4 augmenter, notamment, lorsque s’éléve la teneur du sang en 
protéines a faible degré de dispersion, fibrinogéne et euglobu- 
lines. J. Freund et Frank ont montré que l’injection de tuber- 
culine accélére sensiblement la sédimentation chez le lapin 
tuberculeux, mais n’exerce pas cet effet chez l’animal neuf. On 
sait que, par contre, le choc anaphylactique s’accompagne 
dun ralentissemeut de la sédimentalion. 

Nous avons recherché les effets de Vinjection de produits 
microbiens ou de térébenthine sur la vitesse de sédimentation 
globulaire et, d’autre part, sur le temps de gélification du 
sérum par l’acide lactique. Comme Kopaczewski l’a montré, 
l'addition d’acide lactique au sérum humain entraine la gélifi- 
cation de ce sérum au bout d’un temps qui, 4 la température 
de 20°, est de deux heures et demie en moyenne pour le sérum 
normal, mais est sensiblement plus court pour Je sérum de 
tuberculeux. Pas plus que les précédentes, la réaction de 
Kopaczewski n’est spécifique de la tuberculose ; le temps de 
lactogélification est, notamment, sensiblement plus court chez 
les hépatiques qu’a l'état normal. Signalons aussi que, d’aprés 
Kopaczewski, i! n’y aurait pas de parallélisme constant, chez 
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les tuberculeux, entre la rapidité de la lactogélification et l’in- 
tensité de la réaction a la résorcine. 


Nous donnons ci-dessous les résultats fournis par l’applica- 
tion de ces deux méthodes, comparativement 4 ceux obtenus 
par l'emploi de la réaction de Vernes, chez des lapins nor- 
maux ou préalablement injectés. 


Pour déterminer la vitesse de sédimentation globulaire, nous prélevons, a 
la veine marginale de Voreille du lapin, 4 cent. cubes de sang, recueillis dans 
un tube contenant 4 cent. cube de solution de citrate de soude a 4 p. 100. Ce 
mélange est aussitot introduil dans des tubes de 25 centimétres de hauteur 
et de 5 millimétres de diamétre intérieur. La vitesse de sédimentation est 
appréciée par la hauteur de la colonne du plasma surnageant, mesurée aprés 
trois, six et vingt-quatre heures. 

Le temps de lactogélification sérique a été déterminé en introduisant, dans 
4 cent. cube de sérum frais, ¢ c. c. 2 d’acide lactique. Bien que maintenu a 
la température de l’étuve, ce mélange ne se gélifie que trés tardivement, 
soit souvent apres trois A cing jours; la lactogélification du sérum de lapin 
est donc beaucoup plus lente que celle du sérum humain. * 

Les tableaux suivants donnent les résullats fournis par les trois méthodes 
éprouvées. Dans ces tableaux, la vilesse de sédimentaltion globulaire est 
appréciée par la hauteur, indiquée en millimétres, de la colonne de plasma 
surnageant, mesurée aprés six el vingt-quatre heures. Dans le but de sim- 
plifier les tableaux, nous avons eu recours aux abrévialions suivantes: R. V. 
=réaction de Vernes; S. G.=sédimentation globulaire; T. L. = temps de 
lactogélification sérique. 

De l'ensemble des résultats indiqués dans ces tableaux se dégagent les 
conclusions suivantes : 

4° Chez le lapin normal, la réaclion de Vernes donne des résultats presque 
constamment négatifs (trouble nul ou trés léger), tandis qu'il peut exister de 
grandes différences individuelles pour ce qui concerne la vitesse de sédimen- 
tation globulaire et le temps de lactogélification sérique (lequel varie, dans 
nos expériences, de un a sept jours). 

2° Chez les lapins témoins, la réaction de Vernes donne les mémes résultats 
pour Jes prélévements de sang successifs. Mais si l’on compare les résultats 
du second prélévement 4 ceux fournis par le premier, on trouve, dans cer- 
tains cas (par exemple chez le lapin O), une accélération de la sédimentation 
globulaire en méme temps qu’un allongement du temps de lactogélification. 
Ces changements ont sans doute pour cause l’anémie déterminée par la pre- 
miére saignée (saignée de 10 cent. cubes environ), 

3° Chez les lapins neufs injectés de filtrat de B. coli ou d’essence de téré- 
benthine, et chez les lapins tuberculeux injeclés de tuberculine, on observe 
le plus souvent, en méme temps que V’hyperfloculabilité du sérum par la 
résorcine, une accélération parfois considérable de Ja sédimentation globu- 
laire, ainsi qu'un raccourcissement sensible du temps de lactogélification 
sérique. Parfois, cependant, malgré l’apparition d’une réaction de Vernes 
nettement positive, la vitesse de sédimentation demeure inchangée (par 
exemple chez le lapin I). L’effet de ces injections, sur le cours des diverses 
réactions éprouvées, est toujours fugace. 
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4° Les lapins qui, apres injection, donnent une réaction de Vernes particu- 
lierement intense sont aussi, le plus souvent, ceux qui présentent les modi- 
fications les plus accusées de la vitesse de sédimentation globulaire et du 
temps de lactogélification sérique; c’est le cas, en particulier, des lapins 
E injecté de filtrat de B. coli, Ta et Tb injectés de tuberculine, G injecté 
de térébenthine. [nversement, les réactions négatives ou faiblement posi- 
tives s’observent souvent, pour les trois méthodes éprouvées, chez les 
mémes animaux (par exemple : lapins D et L); mais ce n’est pas la une 
regle absolue (chez les lapins I et P, la vitesse de sédimentation n’est guere 
modifiée aprés injection de térébenthine, tandis que les réactions de Vernes 
et de Kopaczewski donnent des résultats nettement positifs). 

5° Des trois réactions éprouvées, c’est la réaction de Vernes qui, dans les 
conditions de nos expériences, s’est montrée l'indicateur le plus sensible des 
troubles humoraux étudiés. 


En résumé, l’injection de certains filtrats microbiens ou 
d’essence de térébenthine est susceplible de déterminer des 
modifications humorales qui, comme dans la tuberculose, peu- 
vent se dénoncer & la fois par l’augmentation de la floculabi- 
lité du sérum par la résorcine, l’accélération de la sédimenta- 
tion globulaire et le raccourcissement du temps de lactogélifica- 
tion sérique. 


* 
* 


Les changements de composition des humeurs, étudiés dans 
ce chapitre, ne s’accompagnenl-ils pas de modifications des 
propriétés des humeurs, en particulier au point de vue de leur 
activité prolectrice? Cetle question se pose d’aulant plus nette- 
ment que les diverses causes susceplibles d’engendrer ces 
troubles humoraux — infection tuberculeuse, injection d’essence 
de térébenthine ou de produits microbiens divers — ont préci- 
sément la réputation, fondée sur des données expérimentales 
ou cliniques, d’accroitre, d’une fagon générale, limmunité de 
lorganisme. L'immunité non spécifique des tuberculeux est 
bien connue. Elle est, sans doute, liée dans une certaine mesure 
a lallergie non spécifique; on sait, par ailleurs, que l’infection 
tuberculeuse est capable d’exalter la production d’anticorps 
divers, notamment des agglutinines et des hémolysines. Esi-il 
nécessaire de rappeler, d’autre part, que l'emploi thérapeu- 
tique de l’abcés de fixation se fonde sur l’action stimulante que 
Yinjection d’essence de térébenthine semble exercer sur la 
défense de lVorganisme? Enfin, plusieurs auteurs ont établi 
lexistence d'une immunité non spécifique, aprés injection de 
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certains produits microbiens. Kepinow, par exemple, a montré 
que les cobayes injectés de filtrats de cultures de diverses 
espéces microbiennes (B. coli, B. prodigiosum, elc.), mani- 
festent une résistance particuliére a l’égard de Vinfection 
cholérique; l'immunité relative, développée de la sorte, dispa- 
rait déja trois & six jours aprés Vinjection du filtrat. Le réle 
attribué & hyperleucocytose, dans le renforcemeut de l’immu- 
nité provoqué par l’injection de térébenthine ou de filtrats micro- 
biens, n’exclut évidemment pas l’intervention possible, a cet 
égard, de facteurs humoraux. A ce propos, nous rappellerons 
que, d’aprés Nestorescu, le titre alexique du sérum est environ 
doublé, chez le chien, deux jours aprés l’injection intramuscu- 
laire d’essence de térébenthine. Nous donnons ci-dessous Jes 
résultats des recherches inslituées en vue de savoir si les modi- 
fications humorales étudiées précédemment ne comportent pas 
une élévation du titre alexique du sérum. 


QUANTITES DE SEKUM 
LAPINS 
OCLC Sal Oren emon} OCG. & JPOrGhe! 3) | NOzeccn.2 
minutes | minutes | minutes | minutes | minutes 
E ( Premier titrage .... 21 29 38 
{| Deuxiéme titrage .. . 9 411 17 23 
M { Premier titrage.... 45 19 26 
| Deuxiéme titrage .. . 9 41 42 45 23 
p { Premier titrage - .. . 415 23 38 
- | Deuxiéme titrage .. . AL 43 20 36 
K { Premier titrage .... 21 33 48 
\ | Deuxiéme titrage .. . 26 46 
O { Premier titrage... . 12 45 21 
{ Deuxiéme titrage .. . 13 Ni) 50 


Nous avons observé a plusieurs reprises une hausse du titre alexique du 
sérum, deux jours aprés injection de produits microbiens ou de térében- 
thine. Des résultats semblables ont été obtenus chez quelques-uns des lapins 
ayant servi aux expériences destinées 4 comparer les résultats fournispar la 
réaction a la résorcine, la vitesse de sédimentation globulaire et le temps de 
lactogélification sérique. Il s'agit des lapins E (injecté de filtrat de B. colt), 
M et P (injectés de térébenthine) et des lapins témoins K et O. 

Le tableau ci-dessus donne, pour des quantités diverses de chacun des 
sérums, le temps d'hémolyse d'une goutte d’une suspension de globules de 
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chévre, sensibilisés par du sérum de lapin anli-chévre, lactivité alexique du 
sérum étant mesurée soit avant toute injection (1e" titrage), soit quarante- 
huil heures aprés (2° titrage). 

La comparaison des résultats du le" et du 2¢ titrages montre que injection 
de filtrat ou d’essence de térébenthine a déterminé une augmentation 
sensible de la teneur en alexine qui, par contre, chez les lapins témoins, 
semble accuser une légére haisse, due peut-étre 4 l'influence anémiante de 
la premiére saignée. Si l'on recherche, pour chacun des lapins, la dose des 
sérums, prélevés avant ou quarante-huit heures aprés l'injection, qu'il faut 
employer pour provoquer l’hémolyse au bout de vingt a vingt-cing minutes, 
on trouve que l’augmentation de la teneur en alexine, a la suite de l’injection, 
est de plus de 100 p. 100 chez les lapins E et M. el de plus de 50 p. 100 chez 
le lapin P. Les lapins E et M, chez qui la hausse du titre alexique est tres 
prononcée, avaient, rappelons-le, donné une réaction de Vernes tres forte- 
ment positive. 


On observe donc, en méme temps que l’apparition d’une 
réaction de Vernes positive, une augmentation de l’activilé 
alexique du sérum, & laquelle il est naturel d’attribuer, en 
partie du moins, l’immunité non spécifique dont il est question 
plus haut. 
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ETUDE MICROBIOLOGIQUE DU BACILLE TUBERCULEUX 
DU TYPE BOVIN 


par R. LAPORTE 


(Institut Pasteur. Laboratoire de Recherches sur la Tuberculose.) 


A la suite des premiers travaux de Theobald Smith et de la 
communication retentissante de Robert Koch au Congrés de la 
Tuberculose de Londres en 1901, des recherches poursuivies de 
tous cotés et notamment celles de la Commission Royale 
anglaise, ont conduit & la distinclion de deux variétés, humaine 
et bovine, de bacilles tuberculeux des mammiféres, Je baciile 
aviaire conslituant une espéce différente. 

Ce nest pas sans discussion que cette théorie, aujourd’hui 
classique, fut acceptée et les différences de caractéres de cul- 
ture et de virulence pour certaines espéces animales ne 
paraissent pas a quelques auteurs suffisantes, ni surtout assez 
stables, pour qu’on puisse admettre l’existence de deux espéces. 
C’est pourquoi les termes plus vagues de types humain et 
bovin prévalurent. 

Jusqu’en 1896, on ne mit pas en doute l’unicité de Pagent 
causal de la tuberculose des mammiféres. Pourtant, méme 
avant la découverte du bacille de Koch, des observations 
avaient été faites qui montraient que la virulence des tissus 
tuberculeux pour certaines espéces animales n’est pas la méme 
suivant qu’il s’agit de Iésions humaines ou bovines. Villemin, 
en 1868 [4], avait observé qu’aucun des lapins inoculés avec du 
« tubercule humain » ne présente une tuberculisation aussi 
rapide et généralisée que celle que l’on obtient par l'inoculation 
de « tubercule de vache ». 

D’autres expérimentateurs, parmi lesquels Orth [2], Chau- 
veau, Giinther et Harms, Bollinger, avaient tenté d’infecter des 
lapins, des veaux, des porcs ou des chévres par ingestion de 
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lait ou de lésions pulmonaires provenant de l'homme ou du 
veau et ils avaient remarqué que l’absorption de produits d’ori- 
gine bovine était seule capable de tuberculiser ces animaux. 

Mais c’est & Theobald Smith que revient la découverte des 
caractéres différentiels des bacilles bovin et humain. En 
1896 [3] il présenta & la « Association of American Physi- 
cians » une étude comparative d’une souche de bacille bovin 
et d’une souche humaine et il établit leurs différences de carac- 
téres morphologiques et biologiques. Deux ans plus tard [4], 
il observa les mémes différences entre 7 souches humaines 
provenant de crachats et 8 souches bovines, 6 isolées de lésions 
tuberculeuses de bovidés et 2 autres isolées du porc et du chat 
et qui se comportaient comme des souches bovines. Theobald 
Smith put ainsi décrire, avec une grande maitrise d’observa- 
tion, les caractéres de développement propres & chacune des 
deux variétés du bacille des mammiféres. I] fut aussi le pre- 
mier qui utilisa la recherche des différences de virulence des 
bacilles humain et bovin pour le lapin et le veau comme un 
moyen d’identification du type. ? 

Pendant plusieurs années, la découverte de Smith passa 
inapercue et on continua a croire a Videntilé étiologique de la 
tuberculose de Vhomme et du beeuf. Ce fut donc une véritable 
« révolution dans le monde scientifique » (Cobbett) quand 
Robert Koch proclama au Congrés de Londres, en 1901 [5], que 
la tuberculose humaine différe de la tuberculose du beuf et 
ne peut pas étre transmise par inoculation au veau. Koch et 
Schiitz [6] pensaient également que les produits bacilliféres 
provenant des bovidés ne sont pas dangereux pour homme. 
Ces travaux des auteurs allemands furent le point de départ de 
la théorie de la séparation des deux types et elles suscitérent 
des recherches multiples. 

Les études de la Commission Royale anglaise, poursuivies 
jusqu’en 1911, compiétérent les conclusions de Smith au sujet 
des caractéres différentiels des bacilles humain et bovin. Les 
souches de bacilles des mammiféres peuvent étre classées en 
deux groupes suivant leur mode de développement [7]. Le 
premier groupe & croissance dile dysgonique (préfixe dys, du 
erec dus : difficilement, et gonique, du grec gone : generation) 
comprend les souches dont les cultures sur les milieux glycé- 
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rinés ordinaires, apparaissent tardivement et restent pauyres. 
Dans ce groupe se rangent toutes les souches de bacilles isolées 
de lésions tuberculeuses de bovidés et un certain nombre de 
souches provenant de Iésions humaines, en particulier de cas 
de tuberculose externe; il s'agit alors de contaminations de 
l'homme par le bacille des bovidés (1). Le second groupe com- 
prend les souches de bacilles & croissance eugonique (préfixe 
grec ew qui signifie bien), c’est-a-dire qui se développent aisé- 
ment sur les milieux habituels en donnant naissance, en 
quelques semaines, & des cultures d’aspect luxuriant. A ce 
groupe appartiennent la plupart des souches provenant de 
lésions humaines; ce mode de croissance eugonique est donc 
propre au bacille du type humain. Les travaux de la Commis- 
sion Royale anglaise établirent aussi qu’au mode dysgonique 
ou eugonique du développement des germes bovins et 
humains, s’ajoute, outre des caractéres de virulence pour le 
lapin et le veau, celui de la pigmentation des colonies. Une 
souche eugonique produisant du pigment est caractéristique 
du type humain du bacille des mammiféres. Le développement 
dysgonique, accompagné d’absence de pigmentation des colo- 
nies, caractérise, au contraire, les souches du type bovin. 
Kossel, Weber et Heuss [9|, puis Oehlecker [10] firent des 
observations semblables. En utilisant le bouillon glycériné 
comme milieu différentiel, ils virent que le bacille du type 
humain se développe, en général, en deux ou trois semaines, 
en formant un voile continu et épais 4 la surface des milieux. 
Au contraire, les bacilles du type bovin poussent beaucoup 
plus lentement et ne produisent qu’une mince pellicule en 
forme de réseau. Ces différences ne sont d’ailieurs sensibles 
que pour les cultures récemment isulées. D’autre part, et 
d’accord avec les auteurs anglais, ils conclurent que les 
souches bovines, contrairement aux souches humaines, sont 
toujours trés virulentes pour le Japin et le veau. Par inocula- 
tion intraveineuse au lapin, Oehlecker [40] observa que les 
différences du pouvoir pathogéne des deux types étaient d’au- 
tant plus évideutes qu’on utilisait des doses plus faibles. Park 


(1) L’existence d’infections humaines par le bacille bovin, signalée comme 


possible par Theobald Smith en 1898, a été démontrée par le: méme auteur 
en 1904 [8]. 
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et Krumwiede [41] confirmérent ultérieurement {ous ces résul- 
tats et montrérent eux aussi que la grande majorité des souches 
isolées de ’homme ou de l’animal peuvent étre classées en 
deux groupes d’aprés leurs caractéres culturaux et leur viru- 
lence pour le lapin et le veau. I! n’existerait pas de variations 
importantes des caractéristiques de chaque type et une souche 
donnée pourrait toujours étre classée dans un des deux 
groupes. Comme les auteurs anglais, ils conclurent que les 
différences observées entre les deux types paraissent résulter 
de leur adaptation a la vie parasitaire chez des hdtes différents ; 
il ne serait donc pas possible d’obtenir la transformation d’un 
type dans l’autre. 

Les conclusions de ces auteurs ne furent pas admises par 
tous, tant en ce qui concerne les caractéres différentiels de 
culture qu’au point de vue de la virulence pour le lapin et le 
veau. Rabinowitsch [12], Fibinger et C. O. Jensen [13] contes- 
terent que les différences de développement entre les souches 
humaines et bovines soient constantes. Ces auteurs, ainsi que 
Behring et Romer [14], puis Beitzke [15] tenlérent d’établir 
que l’épreuve de virulence pour le Japin et le veau ne per- 
met{pas de séparer nettement les deux types et ils admirent 
l'existence de formes de transition. En réalité, bien que leurs 
conclusions soient aujourd’hui trés contestées, il nest pas 
douteux que les frontiéres ne sont pas nettement tracées entre 
les types bovin et humain. Tous les observateurs remar- 
quérent, en effet, que le caractére dysgonique des souches 
bovines est souvent transitoire et ne peut étre apprécié que 
pour les premiéres générations. Kastwood [16] observa que si 
toutes les souches bovines poussent plus difficilement que les 
souches humaines, il existe néanmoins tous les termes de pas- 
sage entre les deux modes de croissance. A. S. Grilfith [47) 
isola des souches de bacilles tuberculeux qui possédaient les 
caracléres culturaux du type humain et le pouvoir pathogéne 
pour le lapin du type bovin et inversement. [1 put établir que 
certaines de ces souches étaient un mélange des deux lypes (1), 


(1) L’existence de souches mixtes (bovines et humaines) dans les lésions 
humaines. a été démontrée pour la premiére fois par Kossel, Weber et Heusz 
(1905), puis vérifiée & nouveau par la Commission anglaise (1911) et par Kossel 
et Lindemann. 
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mais qu'il existait aussi des bacilles humains dysgoniques et 
des bacilles bovins qui se développent d’emblée sous l’aspect 
eugonique. Déja la Commission anglaise et en particulier 
Eastwood et F. Griffith avaient signalé le caractére dysgonique 
de certaines souches humaines au moment de l’isolement. 
Récemment, K. A. Jensen et J. Frimodt-Méller [48] ont repris 
l’étude des souches humaines dysgoniques, et ont établi, ainsi 
que les auteurs déja cilés, que la ressemblance entre le type 
dysgonique humainet le type bovin n’a de valeur qu’en ce qui 
concerne les caractéres des cultures, la virulence de ces 
souches pour le lapin élant celle de la majorité des souches 
humaines. 

On ne saurait d'ailleurs affirmer que l’épreuve de virulence 
pour le lapin et le veau constitue toujours un critére parfait de 
diagnostic du type. Les recherches de la Commission anglaise, 
complétées ultérieurement par celles de A. S. Griffith, de 
Aronson et Withney [49] et d’autres, ont permis ‘d’établir que 
certaines souches isolées de lésions humaines ou animales 
présentent des caractéres particuliers de virulence et qu’a coté 
des types classiques, on rencontrait parfois des souches 
humaines anormalement virulentes pour le lapin et le veau. 
A. S. Griffith [20' a méme signalé l’existence de souches bovines 
atténuées qui présentent, au moment de l’isolement, l’aspect 
de cultures eugoniques comme les souches humaines typiques. 
Tous ces auteurs sont pourtant d’accord pour affirmer que, 
quel que soit le degré d’atténuation d’une souche bovine au 
moment de lisolement, elle reste néanmoins plus virulente 
pour le lapin qu’une souche humaine, méme anormalement 
pathogéne pour les animaux de cette espéce. Les souches 
bovines atténuées seraient d’ailleurs peu virulentes pour le 
cobaye, contrairement aux souches humaines typiques. 

Bref, on s’accorde généralement aujourd’hui a reconnaitre 
le bien-fondé de la distinction des types humain et bovin du 
bacille tuberculeux des mammiferes d’aprés l’aspect des cultures 
et du point de vue de la virulence pour certaines espéces ani- 
males. Dans ce mémoire, nous nous sommes proposé de 
reprendre l'étude des caractéres culturaux des bacilles bovins 
et d’analyser, en particulier, le phénoméne de la disparition 
des caractéres iniliaux de développement dysgonique qui sur- 
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vient pour les souches bovines qui ont subi plusieurs passages 
sur les milieux usuels de culture. Ce phénoméne, signalé par 
tous les auteurs, ne semble pas, a notre avis, avoir beaucoup 
retenu l’attention jusqu ici. 


TECHNIQUES DE CULTURE DU BACILLE BOVIN. 


Nous devons considérer, d’une part, les milieux de culture 
les plus aptes au développement des bacilles dysgoniques et, 
d’autre part, les techniques a suivre pour l’isolement de ces 
germes a partir des produits pathologiques. 


a) Les muieux. — Pour la culture des bacilles humains et 
bovins, Theobald Smith a ulilisé le sérum coagulé préconisé 
par Robert Koch. Mais au lieu de sérum de beeuf, il employa le 
sérum de chien qui lui parut plus favorable a l’obtention des 
premictres cultures. Ultérieurement, S. Griffith reconnut que, 
parmi les sérums de plusieurs espéces animales, c'est celui de 
chat qui donne les meilleurs résultats. Mais la plupart des 
expérimentateurs qui utilist¢rent le sérum coagulé, ont employé 
le milieu de Robert Koch, glycériné ou non. Les recherches de 
la Commission royale anglaise établirent que l’emploi de sérum 
de beuf glycériné a 2.4 5 p. 100 est le meilleur procédé pour 
mettre en évidence les différences de culture entre les types 
humain et bovin. La glycérine, qui ne favorise pas, en effet, la 
culture du bacille bovin, est, au contraire, trés favorable a 
celle du bacille humain. Pour les auteurs anglais, l’opposition 
de deux types dans leur capacité d'utilisation de la glycérine, 
serait & l’origine de leurs différences de croissance sur les 
milieux glycérinés. 

Il ne nous parait pas douteux que celte conclusion ainsi for- 
mulée ne soit trop absolue. ‘Theobald Smith [4], qui a le pre- 
mier décrit les différences essentielles de culture entre les 
bacilles humains et bovins, a utilisé un milieu non glycériné. 
Malgré l’absence de glycérine, il observa que le bacille humain 
pousse sur sérum coagulé beaucoup plus vigoureusement que 
le bacille bovin. Dorset [24], qui utilisa le premier l’wuf 
coagulé comme milieu de culture, démontra lui aussi que les 
différences de développement des bacilles humains et bovins 
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ne résultent pas seulement de leur aptitude a utiliser ou non 
la glyeérine. Sur son milieu non glycériné, il observa que les 
différences de développement sont trés nettes entre le bacille 
bovin qui ne donne que des colonies trés petites et difficile- 
ment repiquables et le bacille humain qui produit des colonies 
volumineuses et dont les subcultures sont aisément obtenues. 

Park et Krumwiede [44] utilisérent le milieu a l’ceuf glycériné 
de Lubenaii pour mettre en évidence les différences de crois- 
sance des bacilles humains et bovins. Pour la culture du 
bacille bovin, ¢’est le milieu de Dorset non glycériné qui leur 
parut le plus favorable. Comme Moeller, Beck et les auteurs 
anglais, Park et Krumwiede firent de Vaptitude a utiliser ou 
non la glycérine un véritable crilére différentiel des bacilles 
humains et bovins, du moins au cours des premiéres géné- 
rations. . 

Actuellement, les milieux les plus' couramment employés 
pour l’isolement du bacille bovin sont les mémes que ceux que 
lon utilise pour le bacille humain. K. A. Jensen préconise le 
milieu de Lowenstein ou un milieu de composition analogue, 
mais il insiste, avec raison, sur la teneur trop élevée en gly- 
cérine du milieu de Lowenstein et en raméne le taux a 
0,75 p. 100 [48]. 

Kirchner {23] a employé un milieu composé moilié jaune 
d’eeuf, moitié sérum de veau; ce milieu est trés. favorable a 
analyse des caractéres dilférentiels des deux types. Wolters 
et Dehmel [24] utilisérent dans ce but, le milieu de Pétragnani. 
Hohn [25) a préconisé un milieu spécial contenant de l’hémo- 
globine et qui serait trés favorable pour la culture du bacille 
bovin. Ce milieu permettrait également la distinction aisée des 
deux lypes. 

Le milieu liquide de Besredka nous a paru, ainsi qu’a 
K. A. Jensen, parfaitement apte a la culture du bacille bovin. 
Sur ce milieu, le caractére dysgonique disparait presque entié- 
rement. Ces résultats ont été confirmés par Valtis et Van 
Deinse. 

Herrold (26) a préconisé un milieu constitué par un mélange, 
a parties égales, de gélose ordinaire et de jaune d’muf. Ce 
milieu n’est autre que celui qui a été étudié autrefois par 
Bezancon et Griffon. F. Feldman [27] a employé avec succés 
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le milieu de Herrold pour l’'isolement des bacilles bovins. 

Dans nos recherches, nous avons utilisé comme milieu d‘iso- 
lement, soit le milieu ordinaire de Lowenstein, soit un nou- 
veau milieu, & base de sérum et de jaune d’wuf, qui s’est 
montré beaucoup plus favorable 4 la culture du bacille bovin. 
Nous remarquerons d’ailleurs que le bacille humain y pousse 
mieux aussi, en ce sens que les colonies y sont en général plus 
nombreuses et surtout apparaissent plus tot que sur le milieu 
de Lowenstein. La formule de ce nouveau milieu est des plus 
simples. 


Des ceuls, neltoyés par brossage et désinfectés a lalcool, sont cassés 
asepliquement et les jaunes et les blancs recueillis séparément. On ajoute 
aux jaunes seuls un volume de sérum stérile de cheval ou de beuf égal au 
volume des blancs. Le mélange jaune d’ceul-sérum est alors étendu du 
dixiéme de son volume de bouillon ordinaire glycériné a 5 p. 100. On filtre 
sur gaze stérile, puis on répartit en tubes et on coagule les milieux en posi- 
tion inclinée, en chauffant pendant une heure a 75° dans une étuve a coagu- 
lation de sérum. Aprés vingt-quatre heures, on chauffe les tubes une seconde 
fois pendant une demi-heure a 70°. On peut aussi ajouter, avant coagulation, 
{0 cent. cubes pour 700 de milieu, d’une solution stérile de vert malachite a 
2p. 100. On obtient ainsi un milieu coloré en vert sur le fond duquel les 
colonies apparaissent plus nettement. 


Comme milieu d’entretien, nous avons utilisé, soit le milieu 
dont nous venons de donner la formule, soit le milieu liquide 
de Besredka, soit enfin le milieu suivant qui n’est qu’une 
modification du milieu de A. et L. Lumiére. 


Des fragments d'organes, foie de bceuf en particulier, sont cuits en bloc a 
lautoclave pendant trois quarts d’heure a 120°. Aprés refroidissement, on 
découpe dans ces organes des morceaux demi-cylindriques en se servant de 
l'emporte-piéce spécial pour la préparation des pommes de terre. Les mor- 
ceaux d’organes sont lavés largement a l'eau, puis placés dans des tubes a 
pomme de terre dans lesquels on a versé du bouillon glycériné a 5 p. 100. 
On stérilise a 120°. En reportant les cultures les plus dysgoniques de bacille 
bovin sur ces tranches d’organes, on obtient, en quinze a vingt jours, une 
couche grisatre, continue, épaisse, humide et absolument lisse. 


Les milieux d’entretien solides ou liquides d’usage courant 
pour la culture des bacilles tuberculeux : bouillon glycériné, 
milieu synthétique de Sauton, pomme de terre glycérinée, 
nous paraissent impropres 4. la conservation des souches 
hovines. Sur ces milieux, on constate, en effet, que leur déve- 
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loppement esten général tres médiocre et que parfois les repi- 
quages successifs diminuent encore leur vilalilé. Dans d'autres 
cas on observe un phénoméne tres particulier que nous décri- 
rons minutieusement dans la suite, et qui consiste en la perte 
plus ou moins rapide des caractéres de culture propres aux 
souches bovines qui finissent par se développer comme celles 
de bacilles humains. L’emploi de ces différents milieux doit 
done étre réservé exclusivement a l'étude de cette transforma- 
tion des caractéres culluraux dysgoniques en caractéres eugo- 
niques. 


6) TecuniQues b’ENSEMENCEMENT. — Pour l‘isolement du bacille 
bovin, & partir de produits pathologiques, les techniques géné- 
rales de culture du bacille tuberculeux sont applicables. Sil 
s'agit de produits humains et qu’on suppose quwils ne con- 
tiennent pas d'autres germes que le bacille tuberculeux, il est 
préférable de les ensemencer directement sans aucun traite- 
ment préalable. Cela est possible pour les exsudats recueillis 
stérilement : liquide céphalo-rachidien, exsudats pleuraux, 
urine prélevée par cathélérisme de l’uretére, pus d’abcés froid 
recueilli par ponction, et pour les tissus (ganglions, fragments 
osseux, etc.) prélevés au cours d’une opération chirur- 
gicale. 

Il n’est pas nécessaire, en général, de centrifuger les liquides 
avant l’ensemencement, car cette manipulation augmente les 
causes d’erreur sans aucun avantage quant aux résultats. On se 
contente, le plus souvent, d’ensemencer Jargement plusieurs 
tubes (1/2 cent. cube de liquide par tube) et de laisser ensuite 
évaporer 4 l’étuve l’excédent de liquide avant de les capu- 
chonner. 

Les produils solides sont préalablement broyés dans un mor- 
tier avec dusable stérile, puis dilués avec quelques centimétres 
cubes d’eau physiologique également stérile. 

Dans les cas ot l’on doute de la slérililé des produits & ense- 
mencer, exsudats notamment, nous recommandons le procédé 
suivant: 

Une petite partie du produil est ensemencée sur un tube de 
milieu a l’ceuf et un tube de gélose ordinaire et placée a l’étuve, 
pendant vingt-quatre & trente-six heures. Si aucun développe- 
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ment microbien n’a apparu apras ce temps, le reste du produit, 
que l’on a conservé & la glaciére, est réparti sur plusieurs tubes 
de milieu 4 l’ceuf. 

Quand on a affaire & des produits strement contaminés par 
des germes autres que le bacille de Koch, et s’il s’agit notam- 
ment de produits pathologiques provenant des abattoirs, il est 
nécessaire de les traiter avant l’ensemencement, soit suivant 
la technique de Lowenstein-Hohn, par l’acide sulfurique a 
10 p. 100 a froid pendant un quart d’heure, traitement suivi de 
neutralisation par une solution de soude & 30 p. 100, en pré- 
sence de teinture de touruesol, soit par la soude caustique a 
4 p. 100 4 37° pendant une demi-heure, selon la technique de 
Petroff. 

Le traitement par une solution de soude caustique a 4 p. 100 
est celui qui donne, en général, les meilleurs résultats pour 
Visolement du bacille bovin. Il favorise beaucoup l’ensemence- 
ment dans le milieu liquide de Besredka. II suffit dans ce cas, 
comme le fait K. A. Jensen, d'ensemencer directement le culot 
de centrifugation du produit préalablement traité par la soude 
et non neutralisé. Pour l’ensemencement sur les milieux 
solides & l'ceuf, il est nécessaire, au contraire, de neutraliser le 
culot de centrifugation avec | ou LI gouttes dacide sulfurique 
a 10 p. 100. Le culot est ensuite dilué dans 3 ou 4 cent. cubes 
d'eau physiologique stérile et on le répartit dans plusieurs 
tubes de milieu 21l’ceuf. Pour la culture des bacilles bovins con- 
tenus dans le lait, c'est aussi le procédé de Petroff qui donne les 
meilleurs résultats. 

Stanley Griffith remplace la solution de soude a 4 p. 100 
préconisée par Petroff par une solution de potasse caustique 
a 5 p. 100 [22]. 

La plupart des expérimentateurs qui étudiérent le bacille 
bovin ont eu recours, pour lV'isolement, & Vinoculation au 
cobaye des produits suspects, suivie de l’ensemencement des 
organes. Les procédés actuels de culture du bacille tuberculeux 
sont suffisamment sensibles pour qu'il soit, le plus souvent, 
inutile de recourir au passage par |'animal. Toutes les souches 
bovines que nous avons étudiées ont été isolées directement a 
partir des produits pathologiques provenant de l’homme ou de 


? : cn 
Vanimal. 
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CARACTERES CULTURAUX ET MORPHOLOGIQUES DES BACILLES BOVINS 
AU MOMENT DE L’ISOLEMENT. 


Nos recherches commencées avec U. Battaglini [28] sur les 
caractéres culturaux du bacille bovin, portent actuellement sur 
un total de 49 souches qui se répartissent ainsi : 


Souches de provenance humaine : 


NY KSLA 0 (Cee a Soa loli pleated fo. Ieltoemic “ooo: G rian Sess t e el) 
Lésions osseuses et ganglionnaires ....... 


Souches de provenance animule : 

Jeceul : 
Muberculosescaneslionnaineacea aren eo mene Bere ee Oi 
Lésion pulMonairel: tein. stent onesie. heme tee eee cooMe me tg 
Tuberculose;desiséreuses 7). 2c So 


Mammite tuberculeuse et lait bacillifére ....... er er eee 
PORCH era rn oe ees og eee eo Cent sno ieee eeamonee Y 
GREGV REL EEC.) c. cttaete Rane Loa Dats REAPS ere eee Shc ee 


Toutes ces souches possédent la virulence élevée pour le 
lapin et le cobaye qui caractérise les bacilles bovins typiques. 
illes présentent toutes des caractéres de culture identiques qui 
peuvent étre résumés ainsi: 

Dans tous les cas nous avons obtenu d’emblée un type dys- 
gonique se développant trés mal sur les milieux habituels et ne 
donnant que difficilement des cultures secondaires. 

Sur le milieu ordinaire de Lowenstein, les colonies deviennent 
visibles aprés cing & dix semaines, rarement plus tot ou plus 
tard. Elles sont en général peu nombreuses, translucides et de 
dimensions réduites, parfois visibles {la loupe seulement. Apres 
plusieurs semaines de développement les plus grosses ne 
dépassent pas 2&3 millimétres de diamétre. Les colonies sont 
toules arrondies, en forme de calotte sphérique de faible hau- 
teur. Leurcouleur est blanc nacré et leur surface, trés brillante, 
est parfaitement lisse et unie. Apres quatre 4 cing semaines de 
développement, elles s’opacifient et prennent une teinte légére- 
ment jaunatre tout en restant lisses. Les colonies agées offrent 
souvent an aspect plus irrégulier en forme de mitires ou de 


verrues, par suite de l’apparilion de colonies secondaires a la 
surface de la colonie initiale. 
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Quand on utilise le milieu spécial au sérum-jaune d’cuf 
dont nous avons donné la formule, on constate que les colonies 
de premiére génération présentent un développement beaucoup 
plus important et peuvent alteindre 5 & 6 millimetres de dia- 
métre. Elles sont plates, blanc grisatre, translucides, brillantes 
et lisses, 4 contours arrondis, devenant irréguliers par vieillis- 
sement, & centre légéerement surélevé. 

Un caractére trés important et constant des colonies iniliales 
de bacilles bovins est leur aspect lisse et crémeux qui contraste 
avec l’aspect rugueux et sec des colonies de bacilles humains. 
Ce caractére a frappé la plupart des auteurs qui ont étudié le 
bacille bovin. Theobald Smith remarque, le premier, la difficullé 
que l'on éprouve pour dissocier une colonie de bacilles humains, 
tandis que les colonies de bacilles bovins sont aisément étalées 
avec l’anse de platine. Dorset note que dans les cultures jeunes, 
sur l’uf coagulé non glycériné, les colonies de bacilles bovins 
sont humides et brillantes, contrairement a celles de bacilles 
humains. Park et Krumwiede observent que le caractére le plus 
remarquable des cultures de bacilles bovins sur milieu a |’ceuf 
est leur aspect humide dont l’intensité est d’ailleurs assez 
variable avec les souches, de telle sorte que les cultures peuvent 
avoir tantot un aspect granuleux et légerement humide, tantét, 
au contraire, une consistance visqueuse et gluante, la culture 
adhérant a la spatule. Kirchner, utilisant un milieu constitué 
par du sérum de veau et du jaune d’ceuf, observe aussi que les 
cultures humaines sont séches tandis que les colonies de bacilles 
bovins sont glaireuses, humides et brillantes, ressemblant a 
celles de colibacilles. K. A. Jensen, par l'emploi du milieu de 
Lowenstein, Wolters et Dehmel en utilisant le milieu de Pétra- 
gnani, Hohn, en employant son milieu spécial, ont noté des 
différences analogues eatre les bacilles humains qui forment 
des colonies séches, irréguliéres, plissées, et le bacille bovin qui 
donne des colonies petites, rondes, humides et presque transpa- 
rentes, se développant lentement et de consistance glaireuse. 

Un autre caractére non moins constant des colonies jeunes 
de bacilles bovins, et sur Jequel ont insisté la plupart des 
auteurs, est la facilité avec laquelle ces colomies peuvent étre 
mises en suspension homogéne dans les liquides. Le premier, 
Theobald Smith a observé ce fait et a nolé que les cultures de 
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bacilles bovins peuvent étre aisément « subdivisées » dans le 
bouillon vu l'eau physiologique en donnant une suspension 
homogéne. Dorset fait la méme observation pour les cultures 
bovines sur son milieu a l’wuf. Park et Krumwiede confirment 
ces faits et signalent que ce caractére permet l’obtention facile 
de frottis bien homogénes. K. A. Jensen [29] a élé frappé 6ga- 
lement par la facilité avec laquelle les colonies bovines sont 
mises en suspension dans les liquides. 

Nos recherches nous ont montré que ce caractére est constant 
pour les colonies jeunes de premiére génération. I] arrive 
néanmoins que les colonies 4gées ‘soient moins facilement 
émulsionnables, mais cela parait lenir & la dessiccation inévi- 
table du milieu. 

Ktant donnée cetle facilité avec laquelle les cultures bovines 
récemment isolées sont mises en suspension dans les liquides, 
et leur aspect gras, humide, brillant et lisse, joint 4 leur consis- 
tance glaireuse, il apparait évident que ces souches doivent étre 
rangées, selon la terminologie d’ Arkwright, parmiles variantes 5 
dont ce sont 1a les principaux caractéres de culture. 


MorPHOLOGIE DES BACILLES BOVINS DYSGONIQUES. — Avec U. Bat- 
taglini, nous avons observé que les bacilles bovins de pre- 
miére génération sur milieu de Lowenstein présentent des 
caractéres morphologiques constants pour toutes les souches 
examinées. Sur les frottis, les bacilles sont nettement isolés 
les uns des autres ou rarement groupés sans ordre en petits 
amas. Ils sont courts, dépassant rarement 1 vu, souvent a extré- 
mités effilées, droits ou légerement incurvés. Les formes bleues 
et granuleuses sont trés rares. Par vieillissement, on voit 
apparaitre quelques formes irréguliéres (bacilles allongés, 
granuleux, chromophobes). 

Cet aspect, constant pour les cultures sur milieu solide 4 
l'euf, ne peut étre considéré comme caractéristique du type, 
car on ne Je retrouve pas dans les cultures sur les autres 
milieux. En particulier dans les milieux liquides (bouillon 
glycériné ou milieu de Sauton), les formes bleues sont abon- 
dantes, surtout dans Jes voiles jeunes. Dans jie milieu de 
Besredka, les bacilles granuleux sont en trés grand nombre. 


Sur ces milieux, les bacilles sont en général beaucoup plus 
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longs que sur Jes milieux solides & l’wuf. Ils apparaissent 
groupés en amas aisément dissociables et on n’observe pas 
aspect dit « en moustaches tordues », habiluel pour les 
souches d’origine humaine. 

Pendant longtemps, a la suite de Theobald Smith, ona vu, 
dans l’aspect morphologique des bacilles bovins, un caractére 
différentiel du type. En fait, on peut dire, avec les auteurs 
anglais, que si le plus souvent le bacille bovin est plus court 
que le bacille humain, plus homogéne et plus trapu, les diffé- 
rences sont légéres dans l’ensemble et les formes les plus 
longues des bacilles bovins excédent en longueur les formes les 
plus courtes du bacille humain, si bien que ces différences sont 
trop faibles pour étre de quelque valeur pratique. Cetle conclu- 
sion est d’autant plus justifiée que la longueur des formes 
bacillaires varie beaucoup avec le milieu de culture, en parti- 
culier avec l'état d’humidité du milieu. Dans les milieux a 
surface humide, les formes bacillaires sont, en général, plus 
courtes que sur les milieux secs. 


CARACTERES DES SUBCULTURES DES BACILLES BOVINS. 
DissoctaTION EN VARKIANTE R EUGONIQUE. 


Les subcultures des bacilles bovins venant d’étre isolés 
conseryent sur les milieux habituels les caractéres de déve- 
loppement dysgonique propres a celte variété de bacilles. Sur 
le milieu de Lowenstein, les repiquages donnent naissance a 
une multitude de petites colonies isolées qui ne s’accroissent 
pas et qu’on ne distingue bien qu’a la loupe, tandis que le 
milieu vert sous-jacent jaunit rapidement. Plus rarement, ces 
colonies tendent a confluer en formant une mince couche bril- 
lante et glaireuse, de couleur blanche et d'épaisseur irréguliére. 
L’état d’humidité du milieu est particuligrement important 
pour l’obtention des subcultures fertiles, la plus légére dessic- 
cation des tubes tend & affaiblir la vitalité des souches ou a 
favoriser la perte des caracléres types de développement dys- 
gonique. 

Sur pomme de terre glycérinée, la culture se fait lentement 
et reste tres réduite; le plus souvent on obtient, aprés plu- 
sieurs semaines, un enduit mince et brillant dont la couleur 
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est trés voisine de celle du milieu sous-jacent. Dans le bouillon 
du fond du tube, il se forme quelques flocons, mais pas de 
voile ou seulement une pellicule extrémement fine et discon- 
tinue. Certaines souches trés dvsgoniques donnent naissance 3 
de toutes petites colonies séparées qu’on ne distingue bien qua 
la loupe, et qui ne forment pas de couche continue. 

Sur le milieu synthétique de Sauton et sur le bouillon glycé- 
riné ensemencés en profoodeur, les souches bovines récem- 
ment isolées se développent en quelques semaines en formant 
des flocons blancs ou un dépot visqueux; l’apparition d'un 
voile est tardive et inconstante. Ensemencés en surface, les 
ballons se recouvrent, en quatre & cing semaines, d'un yoile 
trés mince que l’on n’apercoit bien que par réflexion et qui 
grimpe sur les parois; on obtient rarement un voile continu, 
mais il se forme une sorte de réseau avec, par place, des ilots 
plus épais. 

En employant les milieux spéciaux que nous avons signalés 
plus haut, il est possible d’obtenir d’emblée des subcultures 
abondantes des souches bovines venant d’étre isolées. C’est 
ainsi que le milieu de Besredka est a peu prés aussi favorable 
a la culture des bacilles dysgoniques qu’a celle des bacilles 
eugoniques. Dans ce milieu, la culture se fait dans le fond du 
ballon sous la forme de flocons blancs trés fragiles el qui se 
développent en quelques jours. Aprés sept & huit semaines, on 
voit parfois un voile mince et discontinu apparaitre & la sur- 
face du milieu. 

Sur les tranches d’organes, nous avons signalé [30] que les 
repiquages des souches dysgoniques permettent d’obtenir, en 
trois & quatre semaines, une couche blanche, épaisse, cré- 
meuse, lisse et humide et dont la consistance rappelle en tout 
point celle des cultures de colibacille. Sur ce milieu, comme 
sur celui de Besredka, on voit nettement que la végétation 
dysgonique est due surtout & une inaptitude des milieux usuels 
au bon développement des bacilles bovins provenant de l’orga- 
nisme. Nous avons été conduit a utiliser des tranches d'organes 
comme milieu propre & l’obtention facile de cultures abon- 
dantes de bacilles bovins dysgoniques en observant, comme 
lavait déja vu Theobald Smith, que le développement initial 
des premiéres colonies se produit surtout la surface des frag- 
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ments d'organes ensemencés qui semblent constituer un milieu 
plus favorable que le milieu a I’ceuf sous-jacent pour le déve- 
loppement de ces germes. 

Pour conserver aux souches bovines les caractéres des cul- 
tures initiales, nous utilisons, soit le milieu de Besredka, soit 
de préférence le milieu au sérum-jaune d’ceuf dont nous avons 
indiqué la formule. Sur ce milieu, les subcultures sont abon- 
dantes et forment une couche crémeuse, blanche; on réussit 
trés aisément 4 les mettre en suspension directement dans les 
liquides. Ces caractéres se maintiennent sans changement 
aprés plusieurs repiquages. II n’en est pas ainsi pour les milieux 
usuels. 

Tous les observateurs qui ont étudié la culture du bacille 
bovin ont signalé que les passages répétés sur les milieux de 
culture tendent a faire disparaitre le caractére dysgonique du 
développement. 

Bien que ce phénoméne apparaisse plus ou moins rapidement 
suivant les souches, toutes les cultures de bacilles bovins 
semblent sentrainer peu & peu a la croissance sur les milieux 
elycérinés au point de prendre l’aspect de cultures eugoniques 
de bacilles humains. Cette transformation des caractéres de 
culture semble inévitable & la plupart des auteurs et tous 
insistent sur la nécessité de faire porter les recherches sur des 
souches récemment isolées pour faire le diagnostic du type. 

C’est sur la pomme de terre glycérinée que cette transfor- 
mation nous parait étre obtenue le plus aisément. Par passages 
successifs surce milieu, la plupart des souches bovines donnent 
des cultures de plus en plus abondantes et difficiles & émul- 
sionner. Déja aprés deux ou trois passages, la plupart des 
souches changent nettement de caractéres en formant une 
couche mince friable, faiblement pigmentée, de couleur jaune 
erisdtre, d’aspect mat et & surface plate ou faiblement mame- 
Jonnée. Prélevée a laspatule, cette couche apparait cohérente, 
plus ou moins difficile & fragmenter, mais elle peut étre aisé- 
ment détachée du milieu sous-jacent. Cet aspect se maintient 
parfois pendant plusieurs passages et peut persister tres long- 
temps pour certaines souches. 

Plus souvent, les subcultures surle méme milieu deviennent 
eranuleuses, a surface plissée, formant une couche épaisse et 
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proéminente, en méme temps que la pigmentation s’accentue. 
Lors des premiers passages sur pomme de terre, il ne se forme 
pas de voile & la surface du bouillon ou seulement un voile 
trés mince. Au fur et & mesure que le caractére eugonique et 
l'aspect ruguenx s’accentuent, l’épaisseur du voile augmente; 
on n’observe plus, en méme temps, l’apparition de cultures en 
profondeur. 

Nous avons pu analyser plus aisément ce phénoméne de 
transformation des caractéres de culture des souches bovines 
en l’observant dans d’autres conditions. Si l’on maintient a 
l’étuve & 37° une subculture dysgonique de premiére généra- 
tion sur pomme de terre, on n’observe pas, pendant plusieurs 
semaines, de changement appréciable. Mais assez souvent, 
apres un temps variant de deux & sept mois, on peut voir 
apparaitre en quelques jours, a la surface de la pomme de terre, 
une ou plusieurs colonies secondaires en forme de champignons 
exubérants ou de verrues plissées, séches et rugueuses, qui 
s’accroissent rapidement, et un voile vigoureux apparait 
souvent au fond du tube. Reportées sur pomme de terre, ces 
colonies secondaires donnent d’emblée naissance & des cuitnres 
luxuriantes et franchement eugoniques et dont l’aspect plissé, 
sec, pigmenté et rugueux est Je méme que celui des cuitures de 
bacilles humains. Ce caractére eugonique, apparu brusque- 
ment, se maintient indéfiniment au cours des passages ulté- 
rieurs sur pomme de terre. Tout s’est donc passé, dans ce cas, 
comme si, au sein des premiéres cultures dysgoniques, 
quelques éléments, doués de la faculté de développement aisé 
sur les milieux artificiels, avaient apparu. Reportés sur d'autres 
milieux, ces éléments tendent naturellement & prédominer. 

Ktant donné le caractére lisse des premiéres cultures, con- 
trastant avec |’aspect rugueux des cultures devenues eugo- 
niques, il parait évident que la transformation des cultures 
dysgoniques en cultures eugoniques conslitue une véritable 
dissociation des souches lisses et dysgoniques originelles en 
variantes R et eugoniques semblables aux cultures de bacilles 
humains. 

Tous les milieux artificiels sont plus ou moins favorables \a 
la dissociation. La pomme de terre, le bouillon glycériné et le 
milieu synthétique de Sauton permettent de l’obtenir aisément 
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pour la plupart des souches. Les milieux a l’ceuf sont beaucoup 
moins favorables, surtout s’ils sont humides. Néanmoins, les 
repiquages successifs sur milieu de Lowenstein nous ont permis 
d’observer plusieurs fois apparition de colonies secondaires et 
eugoniques & la surface des colonies lisses et dysgoniques. Ce 
méme phénoméne a été observé une fois sur le milieu de 
Léwenstein par K. A. Jensen et J. Frimodt-Méller, qui, les 
premiers, ont parlé de dissociation 4 ce propos. 

Par contre, le milieu liquide de Besredka, et surtout le 
milieu solide au sérum-jaune d’ceuf que nous avons préconisé 
sont peu favorables a la dissociation des souches bovines. Nous 
n’avons jamais observé, sur notre milieu au sérum, la dispari- 
tion de l’aspect lisse des cultures de bacilles bovins. II est vrai 
qu’aprés de nombreux passages sur ce milieu, certaines 
souches aisément dissociables donnent des cultures plus abon- 
dantes et qui, reportées sur les milieux usuels, pomme de 
terre glycérinée entre autres, se transforment plus vite en 
varianle eugonique que les cultures originelles, mais il ne se 
produit jamais de transformation directe en variante R et eugo- 
nique. L’emploi de ce milieu nous a permis d’étudier paralle- 
lement la variante S dysgonique des souches bovines dont nous 
conservions la varianle R eugonique sur pomme de terre 
glycérinée. 

Sur les tranches d’organes, au contraire, on observe assez 
souvent la dissociation des souches bovines, les cultures per- 
dant leur aspect gras et lisse pour devenir mamelonnées, 


séches, rugueuses et pigmentées. 


CARACTERES DES VARIANTES S er R DES BACILLES BOVINS. 


Nous venons d’exposer comment nous entretenons, pour 
chaque souche bovine, deux variantes différentes du point de vue 
des caractéres culturaux en utilisant le milieu au sérum-jaune 
d’ceuf pour la conservation de la variante S et la pomme de 
terre glycérinée pour l’entretien de la variante R obtenue par 
dissociation des cultures dysgoniques originelles. 

Les caractéres principaux de la variante S ont déja été 
décrits : aspect particulier des colonies isolées, facilité de la 
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mise en suspension des cultures dans les liquides, absence 
de pigmentation. Le caractére le plus typique de cette variante 
du bacille bovin est fe mode dysgonique de développement sur 
la plupart des milieux habituels. Mais nous avons déja signale, 
qu’aprés plusieurs passages sur le milieu au sérum-jaune 
d’ceuf, les cultures deviennent, en général, de plus en plus 
abondantes et se développent plus rapidement tout en conser- 
vant l'aspect lisse initial. Quand on reporte sur les milieux 
ordinaires ces cultures qui ont perdu, au moins en partie, 
l’'aspect dysgonique, on constate qu’elles ont conservé les 
caractéres de culture des souches bovines, mais tout en restant 
lisses elles fournissent néanmoins sur ces milieux, des cultures 
plus abondantes que les souches récemment isolées. On peut 
done ccncevoir que l’aspect lisse des cultures n’est pas tou- 
jours lié au mode dysgonique de développement (1). On observe 
d’ailleurs parfois que certaines souches de bacilles aviaires 
isolées de cas de tuberculose spontanée de la poule se com- 
portent d'une maniére analogue & celle des souches bovines 
récentes. Tandis que la ot les premiéres cullures de ces 
souches aviaires restent pauvres au point que leur aspect 
rappelle tout & fait celui des cultures de bacille bovin dysgo- 
nique, les subcultures deviennent rapidement luxuriantes et 
franchement eugoniques, tout en gardant l’aspect lisse caracté- 
ristique des souches de bacille aviaire. Il existe donc un paral- 
lélisme assez étroit entre les bacilles bovin et aviaire que l’on 
isole lous deux sous la forme lisse dans linfeclion spontanée 
des animaux et qui, étroitement adaptés & la vie parasitaire, se 
développent mal au cours des premiers passages sur les milieux 
artificiels. Ce caractere dysgonique du développement des 
souches récemment isolées est trés marqué et stable pour le 


(1) En maintenant pendant trés longtemps a l’étuve (dix A douze mois) des 
cullures S de bacille bovin sur le milieu au sérum-jaune d’ceuf, on observe 
assez souvent l’apparition de colonies secondaires saillantes, a la surface 
de la couche lisse et gluante recouvrant uniformément le milieu. Ces colo- 
nies sont volumineuses, de forme hémisphérique, d’aspect opaque et 
brillant, & surface parfaitement lisse et unie, de couleur blanc légérement 
jaunatre. On éprouve beaucoup plus de difficulté que pour la culture pri- 
maire ales mettre en suspension homogéne dans les liquides. Repartées sur 
pomme de terre, elles donnent naissance d’emblée & une culture R eugo- 
nique. Il s’agit de colonies secondaires eugoniques conservant un aspect 
parfaitement lisse, mais ce caractére ne se maintient stable que par culture 
sur le milieu au sérum-jaune d’ceuf. 
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bacille bovin, inconstant, moins net et plus fugace pour le 
bacille aviaire. 

Le mécanisme de la dissociation des variantes S en variantes 
R est également semblable pour les bacilles bovins et aviaires. 
Les souches aviaires, lisses & l’origine comme les souches 
bovines, peuvent se dissocier en varianle R dans les cultures 
sur certains milieux qui favorisent aussi la dissociation du 
bacille bovin.: pomme de terre glycérinée, bouillon glycériné, 
milieu synthélique de Sauton. Par contre, sur les milieux 
solides 4 lceuf, la stabilitédes formes S de bacille aviaire parait 
trés grande. Nousavons analyséle mécanisme de la dissociation 
des 2 souches aviaires Tr. et Sch. I. Par passages successifs sur 
pomme de terre, Jes cultures se plissent de plus en plus, puis 
‘des colonies secondaires, séches, rugueuses apparaissent a la 
surface des cultures agées dle plusieurs semaines. Ensemencées 
en émulsion trés diluée sur milieu de L6wenstein, ces colonies 
secondaires donnent quelques colonies R typiques parmi un 
grand nombre de colonies S. En reportant ces colonies sur 
pomme de terre on obtient une culture R pure ayant le méme 
aspect que les cultures de bacille bovin eugoniques R ou de 
bacille humain. Tous ces phénoménes sont paralléles & ceux 
que nous avons décrits pour les souches bovines. 

Sil existe des souches lisses de bacille bovin avant perdu, au 
moins en partie, allure dysgonique du développement, on 
observe aussi des souches R se développant mal sur les milieux 
artificiels et conservant par conséquent, le caractére dysgonique 
des souches récemment isolées. Ce phénoméne est trés net 
dans les cultures sur pomme de terre glycérinée; aprés quelques 
passages sur ce milieu, parfois deux ou trois seulement, cer- 
taines souches bovines venant d’étre isolées, continuent a 
donner des cultures trés pauvres mais qui deviennent séches, 
cohérentes, granuleuses, plus ou moins pigmentées et qui ne 
peuvent étre mises aisément en suspension homogéne dans les 
liquides. Cet aspect peut persister pendant un grand nombre de 
générations. Nous avons plusieurs souches qui ont subi de nom- 
breux passages sur pomme de terre glycérinée et qui continuent 
a donner des cultures ayant perdu l’aspect lisse initial mais 
restant encore nettement dysgoniques. Ensemencées en suspen- 
sion diluée sur milieu de Lowenslein, ces souches donnent 
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naissance & de_ toutes 
petites coionies de forme 
arrondie ou étoilée, a 
centre surélevé, & surface 
plissée ; ces colonies, pen 
ou pas pigmentées, sont 
adhérentes au milieu. 
Leurs dimensions ne dé- 
passent pas 2 4 3 milli- 
métres, on ne peut pas les 
émulsionner parfaitement 
dans les liquides, et leur 
développement est lent. 

18 souches bovines que 
nous étudions ont élé 
Jusqu ici dissociées en va- 
riante R eugonique typi- 
que qui se développe sur 
les milieux arltificiels en 
donnant des cultures abon- 
dantes et rapides sem- 
blables 4 celles des sou- 
ches bovines que l’on 
entretient dans les labora- 
toires. Mais, méme pour 
les souches bien dissociées, 
il existe néanmoins entre 
elles des différences dans 
la rapidité et ’abondance 
de la végétation; ces diffé- 
rences sont beaucoup plus 
marquées que celles que 
l’on observe aussi pour les 
souches humaines. 

Le probléme le plus im- 
portant qui se pose au sujet 
des variantes S et R des 
souches bovines est l'étude 
comparée de leur pouvoir 
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TasLeau II. — Inoculation par voie hypodermique 
au cobaye des variantes S et R de la souche bovine G6. 


aS 
se | 2, 
Sf |BsE 
VARIANTES ZO. px Zee LESIONS 
ese a or 
a 
S. 10—6| 78 |Tuberculose généralisée. 
84 |Tuberculose généralisée. 
91 |ltuberculose généralisée. 
96 |Tuberculose généralisée. 

S. 10—7| 43 |Pas de lésions tuberculeuses apparentes, 
mort par infection intercurrente. 

20 |Abceés au point d’inoculation et hyper- 
trophie des ganglions correspondants. 
OQuelques nodules tuberculeux sur le 
foie et la rate. 

108 |Tuberculose généralisée. 
412 |Tuberculose généralisée. 

Ss. 40-8] 52 |Petil abcés au point d’inoculation et hyper- 
trophie des ganglions correspondants. 
Rate volumineuse sans granulations vi- 
sibles. 

40% |Tuberculose généralisée. 

435 |Tuberculose pénéralisée. 

160 |Tuberculose généralisée. 

R. 140--6| 79 |Tuberculose généralisée. 

(dissociée depuis 12) |Tuberculose généralisée. 
7 mois). 425 |Tuberculose généralisée. 

425 |Tuberculose généralisée. 

R. 10-7} 58 |Abcés au point d'inoculaltion et hyper- 
trophie des ganglions correspondants, 
deux granulalions tuberculeuses sur la 
rate. 

| 412 |Tuberculose généralisée. 

430 |Tuberculose généralisée. 

131 |Tuberculose généralisée. 
oR. 40 —§| 125 |Abeés au point d'inoculation et ganglions 
correspondants caséeux. Nombreuses 
granulalions tuberculeuses sur la rate. 

158 |Tuberculose généralisée. 

173 |Tuberculose généralisée. 

Un cobaye sacrifié aprés six mois est trouvé 
indemne de toute lésion tuberculeuse. 
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pathogéne pour les animaux de laboratoire. Une remarque 
s'impose d’emblée : les variantes R et S ont toutes deux les 
caractéres de virulence des bacilles bovins, c’est-a-dire un 
pouvoir pathogéne, élevé pour le lapin et le cobaye et nul pour 
la poule. 

Pour apprécier les différences éventuelles de virulence des 
deux variantes d’une souche, il est nécessaire d’utiliser des 
cultures de méme Age et développées sur des tubes de méme 
milieu. En pratique nous avons employé le milieu au sérum- 
jaune d’ceuf, ou plus rarement celui de Besredka. 

A titre de comparaison, nous donnons dans le tableau I 
quelques titrages de la virulence, pour le lapin, des variantes S 
et R de 6 souches bovines dont les formes dissociées présentent 
les caractéres les plus typiques de chacune des 2 variantes. 

De la lecture de ce tableau, il ressort nettement, qu’iln’existe 
pas de différences sensibles du pouvoir pathogéne pour le 
lapin, des variantes Ret S des bacilles bovins, au moins quand 
on utilise des souches isolées depuis peu de temps. Il en est de 
méme pour le vobaye (tableau II). 

I] est néanmoins possible que la virulence des variantes R 
entretenues pendant longtemps sur les milieux artificiels, 
diminue plus rapidement que celle des formes lisses entre- 
tenues dans les mémes conditions. Nous n’avons pu étudier, 
en effet, que des souches isolées depuis peu de temps et on 
peut supposer que les variantes lisses, qui paraissent étroite- 
ment adaptées 4 la vie parasitaire, conservent plus longtemps 
uneé virulence élevée que les variantes R apparues par culture 
sur les milieux artificiels. Des titrages de virulence, effectués 
aprés plusieurs années de conservation des variantes S et R des 
souches bovines, pourront nous permettre de vérifier ou 


d’infirmer celte hypothése. 


STABILITE DES VARIANTES S er R DES BACILLES BOVINS. 


La dissociation in vitro des souches dysgoniques lisses en 
variantes eugoniques R, aisément obtenue pour certaines 
souches et parfois dés les premiers passages sur pomme de 
terre, est trés difficile & réaliser pour d’autres. Nous avons 
signalé que certaines de nos souches, entretenues sur pomme 
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de terre glycérinée, persistent depuis plusieurs mois sous la 
forme dysgonique, bien qu’ayant perdu, en grande partie, les 
caractéres de la variante S. 8 souches seulement restent dys- 
goniques et lisses sur tous les milieux depuis plus de dix-huit 
mois. 

Par culture in vivo, les souches lisses ne changent pas de 
caractéres quand on les isole & nouveau des organes des ani- 
maux infectés. Comme la Commission anglaise, Park et Krum- 
wiede, et plus récemment K. A. Jensen et J. Frimodt-Moller, 
nous avons toujours obtenu, a parlir des organes des animaux 
inoculés, des cultures identiques & celles que nous avions 
injectées. 

La stabilité des souches R eugoniques est également trés 
variable suivant les conditions de culture. Jn vitro, on n’observe 
pas de réversion des variantes R en variantes S quand on Jes 
cultive sur la pomme de terre, le bouillon ou la gélose glycé- 
rinés ou sur le milieu synthétique de Sauton, 4 condition, tou- 
tefois, d’effectuer les repiquages & intervalles assez courts 
[quatre semaines environ] (1). Sur les milieux solides & l’ceuf, 
le probleme de Ja stabilité des variantes R est plus complexe. 

Si on ensemence par exemple sur le milieu de Léwenstein, 
une suspension homogéne et diluée de bacilles bovins R 
récemment dissociés, on obtient des colonies d’un type parti- 
culier assez caractéristique. Parmi des colonies qui atteignent 
un développement normal et qui présentent l’aspect en verrues 
plissées et séches des colonies R typiques, il en est d’autres 
qui restent plus petiles, ne se pigmentent pas et conservent 
une forme hémisphérique et une surface lisse et brillante. 
Malgré leur aspect lisse, ces colonies ne sont pas aisément 
émulsionnables dans les liquides. Elles s’enlévent en bloc & la 
spatule el elles n’adhérent pas au milieu, au moins quand 
elles ont atteint leur plein développement. Reportées sur 
pomme de terre elles redonnent d’emblée naissance 2 une 


(1) Les subcultures de certaines souches bovines R eugoniques perdent, en 
effet, facilement le caractére eugonique si on ne prend pas soin d'effectuer 
les repiquages 4 intervalles rapprochés: Par contre, Vaspect rugueux des 
cultures est beaucoup plus stable. Valtis et Van Deinse ont confirmé nos 
résultats (C. R. Soc. Biol., 122, 1936, p. 895). S. Griffith (34) avait déja observé le 
retour a laspect dysgonique des subcultures d'une souche eugonique bovine 
maintenue pendant plusieurs mois a l’étuve. Il a interprété ce phénoméne 
comme une preuve du caractére labile de « l’élément eugonique ». 
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culture eugonique R, ce qui tend & faire croire que le retour a 
l’aspect lisse n’était qu’apparent. Mises en suspension diluée et 
ensemencées a nouveau sur milieu de Liwenstein, ces colo- 
nies, d’aspect lisse, redonnent, en méme lemps que des colo- 
nies R typiques, d’autres colonies d'aspect lisse. 

Kao utilisant, pour la culture des variantes R bovines récem- 
ment dissociées, le milieu au sérum-jaune d’ceuf qui est trés 
favorable & l’entretien des variantes S, on observe que, dés le 
premier passage sur ce milieu, les souches R donnent des 
colonies qui ont toutes un aspect lisse, mais resient opaques et 
assez difficilement émulsionnables. Aprés plusieurs passages, 
Je retour & l’aspect lisse s’accentue, on obtient des cultures que 
lon peut mettre aisément en suspension homogéne dans les 
liquides et qui ne se distinguent des cultures S dysgoniques ori- 
ginelles que par l’allure plus rapide de leur développement. 
Ces cultures ayant fait retour, du moins en apparence, & la 
forme S redonnent néanmoins, dés les premiers passages 
sur pomme de terre ou bouillon glycérinés ou sur milieu 
synthétique de Sauton, des cullures franchemont R et eugo- 
niques. 

Nous devons remarquer que l’on observe des phénoménes 
identiques pour les souches aviaires qui, lorsqu’elles ont été 
récemment dissociées en variantes R redonnent, apres quelques 
passages sur les milieux a l’ceuf, des colonies ayant repris 
Vaspect des cultures lisses. 

Les souches bovines fixées depuis trés longtemps dans la 
variante R eugonique, telle que la souche de Jaboratoire bovine 
Vallée qui a subi de tres nombreux passages sur pomme de 
terre, se comportent autrement que les souches R récem- 
ment dissociées. Ensemencées en suspension trés diluée sur 
milieu a l’ceuf, elles ne donnent naissance qu’a des colonies R 
typiques, et les subcullures de ces colonies sur le méme milieu 
conservent indéfiniment cet aspect. Nous avons observé le 
méme phénoméne pour une souche aviaire R, isolée par 
A. Boquet et qui se montre d’une grande stabilité, in vatro, 
aprés avoir subi un trés grand nombre de passages sur pomme 
de terre biliée. 

Voici un tableau indiquant le pourcentage des colonies R 
typiques et des colonies d’aspect lisse pour plusieurs souches 
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bovines eugoniques ensemencées en colonies séparées sur 


milieu de Lowenstein. 
Tasueau III. 


DATE 
POURCENTAGE] lOURKCENTAGE 


la dissociation 5 
SOUCHES denis l’'ensemencement 


en variante R en colonies |des colonies S| des colonies R | 
eugonique séparées 


PAR en se ali e935, Mars 1936. 
GOR... 2. Juillet 1935. Mars 1938. 
PAR... -. -|Aotit 1935. Mars 1936. 
Poin... @ \Mal.4935. Mars 1936. 
GSP Sree.) UINe 1933: Mars 1936. 
Van Deinse. |1934. Juin 1936. 
Vallée . . .|Souche trés ancienne 
de laboratoire. 


In vivo, la stabilité des souches R bovines eugoniques n’est 
pas plus marquée qu’zn vitro. Les souches venant d’étre dis- 
sociées ne redonnent, en général, par passages sur l’animah 
(cobaye ou lapin), que des colonies lisses qui se développent 
mal; le retour & la forme S dysgoniqne originelle est donc 
évident. Aprés plusieurs passages sur pomme de terre glycé- 
rinée, l’instabilité 7m vive des souches devient plus irréguliére. 
On obtient, par ensemencement des organes, des colonies R 
typiques el des colonies S plus ou moins dysgoniques et en 
nombre plus ou moins élevé suivant les souches et méme 
suivant les cas. Jusqu’a présent, nous n’avons observé qu’une 
seule souche (la bovine Vallée, souche trés ancienne de labora- 
toire et dont la virulence pour le lapin est nettement affaiblie), 
qui ne nous ait donné que des colonies R par l’ensemencement 
des organes des animaux auxquels nous l’avions inoculée. 
D’aulres souches dissociées depuis deux ans, telle une souche 
isolée par Van Deinse, nous ont donné encore, aprés passage sur 
le lapin, des colonies S typiques parmi des colonies R. Ce phé- 
noméne a été observé aussi par Valtis et Van Deinse (1) & propos 
de la méme souche. II nous a semblé que, plus la maladie de 
l’animal se prolonge, plus le pourcentage des colonies S aug- 
mente. Mais iln’y a rien d’absolu dans cette relation. 

La guestion de la stabilité, 2m vivo, des souches bovines eugo- 


(1) C. R. dela Soc. de Biol. 448, 1935, p. 755. 
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TasLeau IV. — Stabilité. des variantes R in vivo. 


SOUCHES MODE D ‘INOCULATION 


TEMPS 
pendant lequel 
la souche 
a é6lé entretenue 
sous la forme R 
DURE 
de la maladie 
POURCENTAGE 
des colonies R 
POURCENTAGE 
des colonies S 


CERES REeneeeeeiemeeeeenee 


Inoculation voie péritonéale cobaye 
(1 milligramme). Ensemencement 
de l’exsudat pleural. 


— 
o 
ay 


Van Deinse.| 24 mois. |Inoculation intraveineuse lapin 
(0 milligr. 01). 
Inoculation intradermique lapin 
(0 milligr. 000001). 


. |Inoculation voie péritonéale cobaye 
(5 milligrammes). Ensemencement 
de ’exsudat pleural. 


is. |Inoculation voie péritonéale cobaye 
(5 milligrammes). Ensemencement 
de Pexsudat pleural. 


Inoculation voie périlonéale cobaye 
(5 milligrammes). Ensemencement 
de l’exsudat pleural. 


Inoculation voie péritonéale cobaye 
(5 milligrammes). Ensemencement 
de l’exsudat pleural. 


niques, n’a pas jusqu’ici retenu l’attention des auteurs. Des 
travaux de la Commission Royale anglaise, il semblait ressortir 
que les cultures isolées des organes des animaux, présentaient 
le méme aspect eugonique que celles qui avaient été inoculées. 
Park et Krumwiede reconnurent les premiers que ces consta- 
tations, tout en paraissant exactes dans l’ensemble, n’avaient 
pas une valeur absolue. Ils éludiérent 4 souches bovines eugo- 
niques. Pour une, la vigueur de croissance ne fut pas changée 
par passage sur l’animal, mais pour les trois autres elle fut 
nettement diminuée et les souches qui avaient atteint le degré 
le plus élevé de croissance des souches bovines firent retour, 
par passages sur le cobaye ou le lapin, & des souches dysgo- 
niques. 

V. Munro [32] a isolé, par culture des crachats d’un enfant de 


yf 
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six ans, une souche de bacille tuberculeux présentant tous les 
caractéres de virulence des souches bovines typiques mais don- 
nant des cultures d’aspect eugonique. Aprés passage sur le 
lapin, les cultures obtenues par ensemencement des organes 
présentaient toutes le type dysgonique caractérislique des 
souches bovines au moment de l’isolement. 

S. Griffith [31] a étudié cette souche et confirmé enlitrement 
les observations de Munro. « Celte souche pousse abondamment 
sur pomme de terre glycérinée et, & cet égard, ressemble & une 
souche eugonique ordinaire. Toutefois, ]a culture inoculée 
sous la peau d'un lapin & la dose de 40 milligrammes, produit, 
en soixante-cing jours, une tuberculose généralisée d’un type 
modérément grave et semblable & celle que donne le bacille 
bovin. Les cultures provenant des ganglions axillaires et d'un 
nodule rénal du lapin étaient dysgoniques ». 

En résumé, il apparait que la dissociation des souches bovines 
constilue un phénomeéne réversible qui ne se stabilise que trés 
lentement. La forme stable, in vivo, est la variante S dysgo- 
nique, seule isolée jusqu ici des cas de tuberculose spontanée des 
bovidés et a laquelle les souches R eugoniques tendent a faire 
réversion aprés passages par l’organisme des animaux. In vitro, 
le phénoméne est plus complexe. Sur les milieux usuels, ou le 
bacille trouve des conditions physico-chimiques trés différentes 
de celles qui permettent son développement dans l’organisme 
animal, Ja forme stable est la forme eugonique R. II n’en est 
pas de méme pour les milieux al’ceuf, en particulier pour celui 
au sérum-jaune d’wuf, sur lesquels on peut supposer que le 
bacille rencontre des conditions plus voisines de celles ou il se 
développe dans l’organisme. La forme stable de culture parait 
étre alors la variante lisse et, par culture sur ces milieux, les 
souches R eugoniques tendent a y faire retour. 


CONSIDERATIONS GENERALES 
SUR LA DISSOCIATION DU BACILLE BOVIN. 


En ce qui concerne le bacille tuberculeux, l'étude du phéno- 
méne de la « dissociation microbienne » a déja été faite par de 
nombreux auteurs & la suite des premieres recherches de 
Petroff et de ses collaborateurs. On trouve dans le mémoire de 
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K. Birkhaug [33] complété par les travaux récents de B. Bes- 
ta [34], de Favia [35], de Saenz et Costil [36] et par la thése de 
Denys [37], une abondante bibliographie sur la question de la 
dissociation microbienne en général et sur celle du bacille de 
Kock en particulier. Mais de la lecture de tous les travaux 
effectués sur ce sujet, il ressort nettement, comme le remarque 
Besta, que des contradictions importantes existent entre 
les auteurs et notamment au sujet des rapports de la dissocia- 
tion avec la variation de la virulence des scuches. Mise & part, 
la conception erronée de Petroff sur la coexistence dans le BCG 
de deux variantes de virulence trés différente, l'une, la 
variante R, dénuée de pouvoir pathogéne pour |’animal et pos- 
sédant, par conséquent, les caractéres types de la souche et 
l'autre, la variante S, trés virulente (1), on peut schématiser en 
deux conceptions trés différentes l’opinion des auteurs qui ont 
étudié la dissociation du bacille tuberculeux. 

D'aprés Birkhaug [33], Saenz et Costil (2), Denys (3), Valtis 
et Van Deinse (4), il serait possible, en utilisant certains arti- 
fices de culture, de séparer deux varianles R et S coexistant 
dans une méme souche et qui posséderaient des caractéres 
morphologiques, biochimiques et un pouvoir pathogéne si dif- 
férents qu’elles se comporteraient comme deux espéces nette- 
ment distinctes. Tandis que la variante R posséderait tous les 
caractéres spécifiques de la souche totale, Ja variante S serait 
identique, qu'elle provienne d'une souche humaine ou bovine, 
et rappellerait en tous points tantét les formes S du bacille 
aviaire, d’aprés ses caractéres morphologiques et sa virulence 
spéciale pour le lapin et la poule, tantét certaines souches de 
paratuberculeux & colonies lisses, & peu prés dénuées de tout 
pouvoir pathogéne pour les animaux de laboratoire. La sépara- 
tion des variantes R et Sserait aisément obtenue pour toutes les 
souches, soit, in vivo, par l'emploi de certaines techniques, 
telle la méthode de Ninni, utilisée par |Birkhaug et qui 
(1) Cette variante fut identifiée dans la suite comme un bacille humain; il 


s'agissait donc d’une contamination accidentelle de la souche de BCG utilisée 
par Petroff. Ld 

(2) C.R. Soc. de Biol., 144, 1933, p. 1263, 416, 1934, p. 1265; Presse Médicale, 
2, 1934, p. 1827. 

(3) C.R. Soc. Biol., 118, 1935, p. 831 et 833. 

(4) Ces Annales, 54, 1933, p. 419; 53, 1934, p. 51; C. R. Soc. Biol., 144, 1932, 
p. 371; 1413, 1933, p. 3847, eb 145, 1934, pr. 488. 
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consiste A séparer les colonies obtenues par hémoculture de 
cobayes ayant recu une inoculation intraganglionnaire de la 
souche totale, soit, im vitro, en utilisant des procédés variés 
décrits par Ninni et Bretey (1), Saenz et Costil, Denys. I] 
importe de remarquer que Birkhaug a tenté de rapprocher les 
variantes S qu'il a isolées, de celles décrites par Petroff et 
aussi des formes S dysgoniques du bacille bovin, en affirmant 
que les souches S qu'il a étudiées se montraient trés virulentes 
pour les animaux de laboratoire au moment de leur isolement, 
puis perdaient assez rapidement tout pouvoir pathogéne et se 
comportaient alors comme des bacilles paratuberculeux. Or, 
une perte aussi rapide de virulence est en contradiction for- 
melle avec les recherches de tous les auteurs qui ont étudié les 
bacilles bovins dysgoniques et, d’autre part, il est bien 
démontré (nous l’avons nous-méme vérifié) que les souches 
bovines dysgoniques S sont complétement dénuées de tout pou- 
voir pathogéne pour la poule, quelle que sot la vote d’inocula- 
tion et la dose inoculée. Ce caractére établit une séparation 
absolue entre elles et les formes S passagérement virulentes 
que Birkhaug a étudiées. Il n’est donc pas légilime de rappro- 
cher les variantes S dysgoniques des souches bovines des 
variantes S eugoniques décrites par Birkhaug et qui posséde- 
raient des caractéres particuliers de virulence. 

Sila conception de la dissociation du bacille tuberculeux que 
nous venons d'exposer était exacte, ce phénoméne constituerait 
une véritable exception dans le chapitre général de la dissocia- 
tion microbienne. II s’agirait d'une mutation, en prenant ce 
mot dans le sens que de Vries lui a assigné au sujet des espéces 
sexuées. L’apparition des formes lisses du bacille tuberculeux 
traduirait en effet une variation d’un type spécial apparaissant 
spontanément, indépendamment de l’action du milieu, discon- 
tinue et nettement héréditaire et qui aboutirait & des formes 
spécifiques nouvelles et stables. Besta, dans le laboratoire de 
Bruno Lange, s'est attaché a réfuter les conclusions de Birk- 
haug, Saenz et Costil, et en décelant la présence d'un bacille 
paratuberculeux donnant des colonies lisses dans une des 
souches qui avaient servi aux recherches de ces auteurs, il a 


(1) C. R. Soc. de Biol., 113, 1933, p. 872. 


BACILLE TUBERCULEUX DU TYPE BOVIN ASL 


fourni une explication tras vraisemblable des résultats qu ils 
ont obtenus. Sans doute, pourrait-on lui objecter que, si on a 
affaire 4 des cas de mutation spontanée, les souches anciennes 
de laboratoire, telles que la bovine Vallée, offrent plus de chance 
de présenter ces phénoménes que les souches plus récentes 
dont il fit étude. Mais d’aprés Saenz et Costil, les souches 
isolées depuis peu de temps peuvent aussi étre dissociées, telles 
deux souches que ces auteurs ont obtenues de cas de tubercu- 
lose humaine: une souche bovine (B n° 8) provenant d’un 
liquide céphalo-rachidien et une souche humaine (Garcia) 
isolée par hémoculture (1). Dans les deux cas, ces auteurs iso- 
lérent de ces souches une variante lisse qui, d’aprés leurs con- 
clusions, se rapproche des bacilles acido-résistants saprophytes. 

Analysant du point de vue sérologique les variantes S obte- 
nues par Birkhaug, a partir des souches humaines et bovines 
virulentes, Schaefer [38] a pu classer ces variantes en deux 
groupes, l’un comprenant des bacilles identiques au bacille 
aviaire dont ils possédent les caracléres de virulence pour la 
poule et le lapin et l’autre, constituant un lype spécial de 
bacille paratuberculeux dont la présence a été signalée chez des 
cobayes neufs. Tout en constituant une forte présomplion 
contre les conclusions de Birkhaug, ces recherches séro- 
logiques de Schaefer ne sauraient, néanmoins, élre considérées 
comme la preuve formelle d’une erreur. Car s’il s’agissait, en 
effet, de véritables mutations, il ne serait pas surprenant 
qu’elles aboutissent a des espéces microbiennes existant déja 
dans la nature. Des mutations de ce type ont été souvent ren- 
contrées pour les espéces sexuées et asexuées, et en particulier 
pour les levures, par Nadson. Mais l’objection la plus sérieuse 
gue l’on puisse apporter, & notre avis, aux conclusions de 
Birkhaug, Saenz et Costil sur la dissociation du bacille tuber- 
culeux, c'est quils ont cru pouvoir déterminer avec précision 
les conditions dans lesquelles ces mutations peuvent étre mises 
en évidence et qu'il ressort de leurs recherches que toutes les 
souches de bacille tuberculeux s’y préteraient. On ne saurait 
considérer, en effet, les méthodes que ces auteurs employérent 
pour isoler les formes S que comme des procédés de séparation 


(1) C. R. Soc. Biol., 114, 1933, p» 1263. 
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d'éléments existant déja dans la souche totale, car on ne com- 
prendrait pas, dans le cas contraire, la rapidité avec laquelle 
une mutation serait obtenue. C’est ainsi que Birkhaug obtient 
des colonies R et S en ensemengant le sang de cobayes ayant 
recu une heure avant une injeclion intraganglionnaire d’une 
souche totale. Saenz et Costil ont, eux aussi, isolé 6 colonies S 
sur 32 de type R par ensemencement du sang d’un chimpanzé 
qui avait ingéré, six heures auparavant, 1 gramme de BCG. Or, 
la majorité des auteurs qui ont étudié Jes caractéres culturaux 
du bacille tuberculeux n’ont jamais observé ces mutations; 
nous avons nous-méme essayé vainement de reproduire les 
expériences de Birkhaug. Sans doute, du point de vue de 
l’évolution des espéces microbiennes, les conclusions de cet 
auteur se montreraient séduisanles, car l’existence de varia- 
tions brusques et discontinues, immédiatement et totalement 
héréditaires, suffirait pour autoriser les hypothéses les plus 
hardies sur la variabilité des bacilles tuberculeux, telle que 
hypothése d'une origine unique des trois variétés : humaine, 
bovine et aviaire, qui dériveraient toutes d’une souche primi- 
tive ayant « accomplison évolution dans telle ou telle espéce 
animale sensible » (Saenz). Mais s’il était exact que de telles 
mutations puissent 4tre obtenues 4 volonté, on ne peut qu étre 
étonné qu’elles n’aient pas déja attiré l’attention de la majorité 
des auteurs qui étudiérent le bacille tuberculeux et qu’elles ne 
soient pas retrouvées par tous. 

A la conception de Birkhaug sur la dissociation du bacille 
tuberculeux, s’opposent deux autres conceptions qui s’ac- 
cordent sur ce point, que les variantes Ret S présentent toutes 
deux « les caractéres généraux de l’espéce bacillaire dont clles 
dérivent » (1), mais qui different entre elles quant aux rapports 
existant entre la dissociation et les changements de virulence 
des souches. Pour Petroff et ses collaborateurs (Branch, 
Steenken et Oatway) [39, 40], les souches de bacilles tubercu- 
leux peuvent tre dissociées, par sélection des colonies prove- 
nant de germes isolés, en deux variantes R et S, la premiére 
avirulente, la seconde conservant le pouvoir pathogéne des 
souchestotales. Au contraire, Besta [34], Favia [35], Jensen et 


(1) A. Boguer. Gazelle hebdomadaire des Sciences médicales de Bordeaux 
57, 1936, p. 434. Zs 


BACILLE TUBERCULEUX DU TYPE BOVIN 433 


Frimodt-Moller [48] considérent qu il n’existe pas de différences 
biologiques netles entre les variantes R et S des bacilles tuber- 
culeux, la virulence respective de ces variantes restant la 
méme que celle de la souche dont elles proviennent. Pour 
Jensen et Frimodt-Moller, le caractére dysgonique, qui appar- 
tient la variante S des bacilles bovins, est observé également 
pour la variante lisse des souches humaines. Besta et Favia 
n'ont établi, au contraire, aucune relation entre Je mode 
de développement, eugonique ou dysgonique, des souches 
humaines ou bovines, et la dissociation en variantes R et S. 
Les conclusions du mémoire de Besta sont formelles: les 
phénoménes de variation des cultures de bacilles tubercu- 
leux ne constituent que des modifications de l’aspect morpho- 
logique des colonies et « ne sont pas analogues aux processus 
de variation observés par Arkwright, de Kruif, S. Griffith, 
dans les cultures de bactéries et qui consistent dans la dissocia- 
tion de formes rugueuses avirulentes ». 

Ces conclusions nous paraissent en accord avec les faits que 
nous avons observés pour les souches bovines de laboratoire 
et pour celles que nous avons dissociées en variante R eugo- 
nique. Le type de dissociation décrit par Besta est aussi sans 
doute le seul que l'on pnisse observer pour les souches 
humaines. Mais cette conception parait insuffisante pour expli- 
quer la transformation des souches bovines dysgoniques lisses 
en variantes R et eugoniques. Dans ce cas, le fait que le mode 
dysgonique de développement est lié, le plus souvent, a l’aspect 
lisse des colonies, et que la variante R est en général eugo- 
nique, semble indiquer que la dissociation consiste en une 
véritable sélection de certains éléments les plus aptes a la vie 
dans les milieux artificiels. Cette sélection éloignant le germe 
de la vie parasitaire, devrait logiquement aboutir, dans son 
stade ultime, & un type R avirulent dont le BCG est peut-étre 
un exemple. La croissance, in vitro, de cetle souche exige des 
conditions beaucoup plus strictes que celles qui permettent la 
croissance des souches dysgoniques lisses. Bien que se déve- 
loppant mal sur les milieux artificiels, les souches dysgoniques 
sont peu sensibles aux varialions des conditions de culture, 
c’est ainsi qu’elles se développent tres bien a Ja température 
de 32°, quine permet qu'un faible développement des souches ft 
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entrainées & la cullure sur les milieux artificiels. Gette tempé- 
rature de 32° est méme plus favorable a leur isolement et a 
leur entretien que celle de 38°. 

D’autre part, nous croyons devoir insister, & nouveau, sur la 
facilité avec laquelle les passages sur certains milieux, tels que 
la pomme de terre et le bouillon glycérinés ou le milien syn- 
thétique de Sauton, permettent d’obtenir la dissociation des 
souches bovines et aviaires. Or, il n’est pas doutenx que les 
conditions physico-chimiques dans lesquelles les bacilles se 
développent sur ces milieux sont tres différentes de celles qui 
permettent leur culture in vivo. Les conditions biochimiques 
que trouvent les bacilles bovin et aviaire dans les milieux a 
Veeuf, et en particulier dans le milieu au sérum-jaune d’ceuf 
sont, au contraire, beaucoup plus favorables a la conservation 
des caractéres que possédent ces germes dans les infections 
spontanées (forme lisse et dysgonigue pour le bacille bovin, 
forme lisse pour l’aviaire). 

Nous avons vu aussi que la variante R acquiert une stabilité 
assez grande pour les souches anciennement dissociées et con- 
servées sur les milieux adéquats. C’est d’ailleurs la un carac- 
tere général a la plupart des espéces microbiennes palthogénes. 
Au contraire, les souches récemment dissociées sont instables 
tant 2m vive, qu’in vitro. 

De ces constatations, il nous parait ressortir qu’a la concep- 
tion purement statique de la dissocialion microbienne, doit se 
substituer une conception dynamique qui considére aptitude a 
se dissocier d’une souche donnée, comme une propriété des élé- 
ments de cette souche de varier dans leur aspect morphologique 
et sans doute aussi dans leur composition physico-chimique, 
suivant les condilions de culture qui leur sont offertes. Une 
colonie microbienne conslitue un groupe de lignées de 
germes (1) différant entre elles d'une maniére potentielle. Ces 
dilférences consistent en des exigences bio-chimiques légére- 
ment variables, bien que restant assez semblables dans l’en- 


(1) Ces lignées constituent en réalité des clones suivant la terminologie 
des botanistes (Webber 1903) qui désignent sous ce nom « l'ensemble des 
individus descendus dun individu unique par voie yégétative ou asexuelle » 
(Cuénot. Les clones correspondent aux lignées pures des espéces sexuées, 
mais tandis que la fixilé des lignées pures qui commencent par un individu 
homozygote est trés grande, celle des clones n'est pas durable en général. 
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semble; elles ne peuvent apparailre que si on sépare les 
éléments qui composent la colonie et elles seront d’autant plus 
sensibles que l’on fera varier davantage les conditions de 
culture. Au contraire, si on stabilise celles-ci, les éléments qui 
rencontrent les meilleures conditions tendent, plus ou moins 
vite, & prédominer et & imposer leurs caractéres 4 la colonie 
microbienne tout entiére. C’est ainsi qu’en ce qui concerne le 
bacille bovin cultivé in vivo, les conditions sont telles que les 
formes lisses et dysgoniques prédominent; in vidro au contraire, 
c est la variante R eugonique qui tend ase stabiliser surtout par 
l'emploi de certains milieux de culture. C’est pour ne pas avoir 
utilisé ces milieux spéciaux favorables a la dissociation que 
Besta n’a pas observé nettement et obtenu avec facilité la dis- 
sociation du bacille aviaire. 

Par analogie avec les conceptions de la génétique moderne, 
on peut considérer que les variantes dissociées constituent de 
simples accommodats, c’est-a-dire des cultures présentant des 
changements de phénotype sous l’influence des variations des 
conditions de développement. Ces phénoménes traduisent 
Vextréme plasticité des souches microbiennes. Il est vraisem- 
blable qu’a la longue ces accommodats aboutissent ala sélection 
d@écotypes stables (1) constituant des variantes parfaitement 
adaptées au milieu (forme S virulente, im vivo, forme R aviru- 
lente, in vitro). Mais il ne faut pas perdre de vue qu’une souche 
microbienne ne constitue pas un individu unique, mais une 
population formée d'un certain nombre de lignées qui ne sont 
pas nécessairement toutes, & un instant donné, au méme stade 
d’adaptation. 


(1) Voici d’aprés Cuénot (L’Espéce, Paris, Doin, 1936), la définition des termes 
techniques que nous avons employés : 

Accommodat : « Etat d'une plante ou d’un animal qui, a Ja suite d’un change- 
ment de milieu, a présenté des modifications somatiques ou physiologiques 
non héréditaires ». 

Phénotype (Johannsen 1906): « Le phénotype d’un caractére ou d'un orga- 
nisme est la résultante de l’interaction des conditions du milieu et des fac- 
teurs génétiques ». Caullery définit le phénotype : « ensemble des pro- 
priétés manifestées d'un organisme, héréditaires ou non : un certain nombre 
de propriétés héréditaires réelles demeurent latentes et virtuelles »; par 
opposition au génotype qui désigne, au contraire, « la totalité des propriétés 
constitutionnelles (héréditaires) manifestées ou latentes ». 

Ecotype (Turesson 1922) : Subdivision de l'espéce « liée a des conditions 
particuliéres du milieu », « c'est le résultat d'une sélection par les facteurs 
écologiques dominants s’exercant sur une population hétérogéne ». 
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Est-ce a dire qu’il est possible, en partant de vieilies souches 
de laboratoire de bacilles tuberculeux, de séparer, par sélec- 
tion des colonies provenant de bacilles isolés, certaines lignées 
composées exclusivement d’éléments R avirulents et inca- 
pables de redonner naissance a des éléments S virulents, donc 
tout A fait semblables aux éléments R des autres espeéces 
microbiennes ? Les recherches de Petroff et de ses collabora- 
teurs semblent en apporter une démonstration, mais le crilére 
morphologique quwiils ont utilisé pour effectuer cette sélection 
parait absolument insuffisant. Cela explique pourquoi nombre 
(auteurs qui tentérent de vérifier les conclusions de Petroft 
sur l’absence de virulence des variantes R, n’ont pu y par- 
venir. 

Pour pouvoir révéler l’existence, dans toutes les souches de 
bacilles tuberculeux virulents, d’une variante R fixe et aviru- 
lente, il faudrait pouvoir différencier aisément les colonies 
appartenant a celte variante, des colonies rugueuses possédant 
encore un pouvoir pathogéne élevé; cela ne nous parait pas 
possible tant qu’on n’utilisera comme test de sélection que 
celui de l’aspect morphologique des colonies. En mettant 
en jeu d’autres procédés de distinction des différentes lignées 
contenues dans une souche, il est néanmoins possible qu’on y 
parvienne, nous nous bornerons 4 signaler, & ce propos, les 
techniques d'analyse sérologique des souches de_ bacilles 
tuberculeux mises au point par Schaefer [38] et les recherches 
de M"* Choucroun [41] sur la séparalion dans une souche totale 
de bacilles différant entre eux par le caractére d’électrisation 
superficielle. Le résultat de ses expériences a conduit M" Chou- 
croun a considérer qu'il existait dans une souche de bacilles 
tuberculeux des « populations ayant chacune son hérédité 
propre, sorte de /agnées pures a courbe de répartilion fixe en ce 
qui regarde l’électrisation, pouvant se comparer aux lignées 
pures mises en 4vidence pour des formes vivantes élevées, en 
ce qui regarde d'autres caractéres ». . 

Il est possible que ces procédés nouveaux d’analyse des 
caractéres différentiels des diverses lignées qui constituent une 
souche puissent permettre d’isoler aisément les éléments R 
avirulents existant éventuellement dans une souche virulente 
de bacille tuberculeux, mais jusqu’é présent rien n’autorise & 
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affirmer l’existence de ces éléments dans toutes les souches. 

Jusqu’a plus ample informé, on est donc obligé d'admettre 
que la dissociation du bacille tuberculeux ne constitue qu'un 
phénoméne d’ordre morphologique sans relation apparente 
avec les variations de virulence des souches. C'est ainsi qu’en 
ce qui concerne le bacille aviaire, les conclusions de Saenz qui 
considére que les variantes R deviennent rapidement aviru- 
lentes, tandis que les formes lisses conservent indéfiniment le 
pouvoir pathogéne des souches originelles, ne s’appliquent pas 
& toutes les souches, ainsi que Besta la établi. Etudiant, apres 
deux ans d’entrelien sur pomme de terre, la variante R d’une 
souche aviaire que nous avons dissociée, Schaefer a observé 
quelle avait conservé toutes ses propriéiés pathogenes pour 
la poule. Ilafait les mémes constatations pour une autre souche 
aviaire également dissociée depuis deux ans en variante R. 
Nous le remercions d’avoir bien voulu mettre ces résultats a 
nolre disposition. 

De ce qui précéde, on pourrait donc conclure que la disso- 
ciation du bacille tuberculeux ne présente pas d'intérét pra- 
tique, et c’est bien la la conclusion a laquelle aboutit Besta. 
Mais il en va autrement si, au lieu de considérer seulement les 
aspects variables des colonies isolées, on étudie, comme nous 
Vavons fait, les changements de caractéres morphologiques des 
cullures, suivant les variations des conditions de développe- 
ment. C’est ainsi qu’en ce qui concerne spécialement le bacille 
bovin, trois remarques sont & faire en conclusion de l'étude du 
phénoméne de dissociation : 

1° Pour les souches dysgoniques S récemment isolées, 
aptitude & se dissocier en variantes R eugoniques, par culture 
sur certains milieux et dans des conditions toujours semblables 
pour toules les souches, constitue un excellent élément de 
diagnostic différentiel du type bovin; 

2° Sion tient compte que dans les cas de tuberculose spon- 
tanée on n’isole guére, au moins chez les bovidés, que des 
souches S dysgoniques, on est amené 4 conclure que ce sont 
des cultures de ce type qui doivent étre utilisées pour l’expé- 
rimentation quand on veut se rapprocher autant que possible 
des conditions naturelles d’infection ; 

3° Il est logique de supposer que les dissemblances mor- 
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phologiques entre les variantes R et S sont conditionnées, au 
moins en partie, par des différences d’ordre physico-chimique 
entre Jes éléments qui les constituent. Au cours de l’expéri- 
mentation chez l’animal, on peut done s’attendre & mettre en 
évidence des différences dans la structure antigénique des 
germes R et S, et cela indépendamment du caractére de viru- 
lence de ces bacilles. 

C’est ainsi, par exemple, que A. Boquet et R. Laporte (42) 
ont montré que l’épanchement pleural abondant, déterminé, 
chez le cobaye, par Vinoculation intrapéritonéale d’une dose 
élevée de bacilles tuberculeux virulents, apparait constamment 
chez tous les animaux inoculés avec des bacilles bovins lisses; 
Vinoculation de bacilles bovins fixés depuis un grand nombre 
de générations dans le type eugonique rugueux n’entraine, au 
contraire, la formation d’un épanchement pleural que d'une 
maniére trés irréguliére, chez quelques animaux seulement. I] 
apparait donc que les bacilles bovins appartenant a la variante S 
dysgonique sont le plus abondamment pourvus d'une substance 
antigénique particuliére, libérée a distance dans les foyers 
péritonéaux et épiploiques et fixée par la séreuse pleurale. 
Mais la culture en série a pour effet d’en priver graduellement 
les bacilles eugoniques rugueux, méme lorsque ces germes 
conservent une haute virulence. 


CONCLUSIONS. 


1° De nos recherches, qui confirment celles de la plupart 
des auteurs qui ont étudié les caractéres de culture des bacilles 
tuberculeux du type bovin, il ressort que la majorité des 
souches appartenant a ce type se présentent, au moment de 
Visolement, sous l’aspect de cultures lisses et de développe- 
ment dysgonique. 

2° Le caractére S dysgonique, propre aux cultures des 
souches bovines récemment isolées, est instable; zn vitro, et tend 
a disparaitre au cours des réensemencements successifs sur les 
milieux artificiels. Toutes les souches bovines donnent, plus ou 
moins vite, des cultures eugoniques semblables & celles des 
souches humaines, mais ce caractére d’instabililé est tras 
variable d’une souche & l'autre. La perte du caractére dysgo- 
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nique du développement s’accompagne d’une disparition de 
aspect lisse des cultures qui deviennent rugueuses el ne 
peuvent plus étre mises aisément en suspension dans les 
liquides. Il s’agit done d’une véritable « dissociation » des 
variantes dysgoniques S en variantes R eugoniques. 

3° Parmi les milieux de culture propres au développement 
du bacille de Koch, certains, comme la pomme de terre et le 
bouillon glycérinés ou le milieu synthétique de Sauton, sont 
favorables & la dissociation des souches bovines. D’autres per- 
meltent, au contraire, la conservation des caractéres culturaux 
dysgoniques lisses. tels le milieu liquide de Besredka el les 
milieux solides & l’euf et notamment un milieu composé de 
sérum et de jaune d’ceuf que nous avons mis au point. Il est 
remarquabie que sur ce milieu ainsi que sur celui de Besredka 
et celui de A. et L. Lumiére modifié (tranches d’organes glycé- 
rinés), les souches dysgoniques se développent facilement et 
aussi abondamment que les souches eugoniques, tout en conser- 
vant l’aspect lisse initial. 

4° Les souches eugoniques R récemment dissociées sont 
instables tant 7 vivo qu’zn vitro. Par passages sur milieu a 
Veeuf, les souches eugoniques RK ensemencées en suspension 
diluée donnent des colonies R et des colonies ayant repris plus 
ou moins netlement L’aspect lisse et le caractere dysgonique 
originels. Par contre, les souches R trés anciennes, telles que 
la bovine Vallée, sont d'une remarquable stabilité in vevo et in 
vitro. La dissociation du bacille bovin constitue donc un phé- 
noméne réversible qui ne se stabilise qu’a la longue. I en est 
de méme pour les souches aviaires. 

Il faut d’ailleurs observer que le mode dysgonique de déve- 
loppement des souches bovines mest pas lié d'une maniére 
absolue & l’aspect lisse des cultures et qu’inversement il existe 
aussi des souches dysgoniques rugueuses. 

5° On n'observe pas de dilférence dans le pouvoir pathogéne 
pour le lapin et le cobaye des variantes R et S des souches 
bovines récemment dissociées. Il est possible néanmoins que la 
virulence de la variante R diminue plus rapidement que celle 
de la variante S qui parait plus Gtroitement adaplée a la vie 
parasitaire. Mais aucun fait n’a été observé, jusqu’aé présent, 
en faveur de cette hypothése. 
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6° La dissociation des souches bovines, telle que nous 
l’avons décrite ainsi que K. A. Jensen et J. Frimodt-Moller, 
ne consiste donc qu’en des varialions de l’aspect morpholo- 
gique des colonies, variations paraissant en relation étroite 
avec les changements des conditions de culture. Ces. pbéno- 
ménes traduisent la plasticité des espéces microbiennes et 
rentrent dans le cadre général de l’adaptation au milieu. Ces 
variations ne portent pas sur les caractéres spécifiques fonda- 
mentaux et doivent étre distinguées d'une maniére absolue des 
phénoménes de dissociation des souches de bacilles tuberculeux 
des mammiféres décrils par Birkhaug, Saenz et Costil, et qui 
consistent en des mutations. donnant naissance 4 des espéces 
nouvelles et stables. | 

7° Simple phénoméne d’ordre morphologique, la dissocia- 
tion du bacille tuberculeux bovia présente néanmoins un 
intérét pratique en permettant notamment une étroite analyse 
du réle du facteur microbien dans la tuberculose expérimen- 
tale, et cela indépendamment du degré de virulence des 
variantes utilisées. 


BIBLIOGRAPHIE 


> 


4) Vinvemin (J.). Eludes sur la tuberculose. Paris. J. B. Bailliére et fils, 1868. 

2) Orta. Virchows Arch. f. Path. Anal., 76, 1879, p. 247. 

3) Smrra(Th.). Tr. A. Am. Phy., 44, 1896, p. 75. 

4) Suirn (Th.). J. Exper. Med., 3, 1898, p. 451. 

5} Koca. Trans. Brit.Cong. on Tub., Londres (Clowes and Sons), 4, 1992, p. 23. 

{6] Kocu et Scnitz. Arch. f. Tierheilk., 28, 1902, p. 169. 

(7] Roy. Commission of Tuberc, 24 inter. report, 1907, part 1, 2 et final report, 

1914, part 4, p. 5 

(8) Surv (Th.). J. Med, Research., 13, 1904-1905, p. 253. 

(9] Kossev, \Weser eb Heuss. Tub. Arbeit. a. d. Kaiserl. Gesundheitsamt, 4, 

1904, p. 4. 

{40} OEntecker. Tub, Arbeit. a. d. Kaiserl. Gesundheitsamt, 6, 1907, p. 88. 

41) Park (W. H.) et Krumwiepe (Ch.). J. Med. Research, 23,1910, p. 205. 

42) Rasinowirscn (L.). Arb. a. d. Pathol. Institut Berlin, Berlin (August, 
Hirschwald), 1906; cilée par Weser, Zentral. f. Bakt. Ovig., 64, 1912, 
p. 247. 

Freincer et Jensen (C. O.). Berl. pos Woch., 45, 1908, p. 2026. 

BenrinG, Réuer et Ruperc. Bei/r. 2. exp. Ther., 5, 1902, p. 1. 

Bertzxke (H.). Virchows Areh. f. Paths Anat. (suppl.), 194, 1908, p. 225. 

Ea 

G 


stwoop (A.), Roy. Comm. of Tuberc, 24 inter. report 1944, 4, part 2, p. 48. 
rirFita (A. S.). Bril. J. Tuberc., 44, 1917, p. 160; J. Path. and Bact., 23, 
1919, p. 129. 


47] 


43) 
14) 
fr 5] 
16] 
J 


Annales de I'Institul Pasteur. Tome 57 Pu. VI. 


Mémoire R. Laporte. 


Fic. 1. Ite. 2. 


Fie. 3: Vic. 4. 


MASSON ET Cie, EDITEIURS 


Ls. eae 
Viet sas Fu 
> fol Eray 
‘y 


Annales de I'Institut Pasteur. Tome 577 Pre VII: 
Mémoire R. Laporte. 


Fic. 5. Pic. 6. 


MASSON ET Cie, EDITEURS 


Mew rn 


|e She es eee 1 ec 
: s wi : 


é 


i 


BACILLE TUBERCULEUX DU TYPE BOVIN 4h 


[18| Jensen (KX. A.) et Frimopt-Morter (J.). Acta Tuberculosea Scandinavica, 8, 
1934, p. 153. 

19] Anonson (J. D.) et Wartney (C. E.). J. yj Bree, (ABR, Ome Bn 

20] Grirrita (A. S.). Tubercle, 1924, p. 569. 

24) Dorset (M.). J. Amer. Med., 3, 1902, p. 335. 

22) Grirrita (A. S.). A System of Bacteriology. Londres (Medieal Research 
Council), 5, 1930. 

[23] Kincuner (A.). Zeilschr. f. Hyg., 98, 1922. p. 447; Beitr. s. Klin. d. Tuberk., 

83, 1933, p. 39. 

[24) Woxrers (L.) et Dennen (H.). Zentral. f. Bakt. Orig., 417, 1930, p. 279. 

[25] Houn (J.). Zentral. f. Bakt. Orig., 124, 1934, p. 488. 

[26] Hernotp. J. Inf. Dis., 48, 1931, p. 236. 

[27] Fevoman (W. H.). J. Inf. Dis., 54,1934, p. 194. 

28| Laporte (R.) et Barracurnt (U.). ©. R. Soc. Biol., 148, 1935, p. 302 et 304. 

[29] Jensen (K. A.). Ceniral. f. Bakt. Orig., 125, 1932, p. 222. 

[30] Laporte R.). C. R. Soc. Biol., 149, 1935, p. 725. 

31) Grirrira (S.). Lancet, 4, 1928, p. 385. 

[32] Munro (V.). Lancet, 4, 1928, p. 384. 

33) Birnknaue (K.). Ces Annales, 54, 1935, p. 19. 

[34] Besta (B.). Zeitschr. f. Hyg., 447, 1935, p. 403. 

[35] Favra. Annali d'igiene, 44, 1934, p. 868. 

{36} Sannz (A.) et Costin (L.). Ces Annales, 55, 1935, p. 518. 

(37| Denys. Thése, Louvain, 1935. 

[38] Scoarrer (W.). C. R. Sor. Biol., 120, 1933, p. 590; 449, 1935, p. 59. 

[39] Perrorr et Steenxen. J. Exp. Med., 51, 1930, p. 831. 

(40) Sreenken, Oatway et Perrorr. J. Exp. Med., 60, 1934, p. 515. 

[41] CHoucroun (M'e N.). C. R. Acad. des Sciences, 102, 1936, p. 1714 et 1822. 

[42] Bogugr (A.) et Laroare (R.). C. R. Acad. des Sciences, 102, 1936, p. 1718. 


L 


[ 


EXPLICATION DES PLANCHES 


Fie. 1. — Colonies S dysgoniques sur milieu de Lowenstein (Souche Mam. 2, 
culture directe d’un lait bacillifére). 


Fic. 2. — Subcultures sur milieu de Léwenstein des variantes R eugonique 
(a droite) et S dysgonique (A gauche) de la souche G 7. 


Fic. 3. — Apparition de colonies secondaires R eugoniques a la surface 
dune cullure dysgonique sur pomme de terre de la souche Veau P. (aprés 
six mois de séjour a l’étuve). 


Fic. 4. — Méme phénomeéne pour la souche P 4 (aprés quatre mois de séjour 
A Pétuve). 
Fre. 5. — Colonie secondaire R eugonique en forme de champignon exubé- 


rant apparue, aprés cing mois de séjour a |’étuve, sur une culture dysgo- 
nique de la souche G 6 (on distingne aussi plusieurs colonies S 4 la surface 
de la pomme de terre). 

Fie. 6. — Culture sur tranches de foie de boeuf des variantes S (A gauche) 
et R (a droite) de la souche bovine P 1 [Remarquer l’abondance et l’aspect 
parfaitement lisse de la culture d’une souche dysgonique (tube de gauche) 


sur ce milieu]. 
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Fie. 7. — Dissociation ia vivo d'une souche bovine eugonique R (souche Van 
Deinse); on note la présence de deux colonies R parmi de trés nombreuses 
colonies S (culture sur milieu de Loewenstein a partir du rein d’un lapin 
inoculé avec la souche totale). 


Fic. 8. — Méme phénoméne pour'la souche G 7 R (les cing colonies R sont 
franchement eugoniques, les nombreuses colonies S sont dysgoniques). 


CONTRIBUTION A L’ETUDE DES ACIDO-GLOBULINES 
ET D'UN DE LEURS CONSTITUANTS : LA PROTEINE C 


par Maurice DOLADILHE. 


(Unstitut régional a llygiéne, Dijon.) 


Quand on dilue un sérum sanguin avec de leau distillée ou 
de Veau légérement acidulée, on rompt un équilibre colloidal; 
cette rupture se traduit par une floculation. 

La dilution diminue la concentration en électrolytes. Cette 
diminution est un facteur de la rupture. En effet, l’intensité 
du déséquilibre est en relation avec le degré de la dilution, 
comme |'a signalé Lecomte du Noiiy, comme nous l'avons 
montré, Boutaric et nous-méme. Mais si la teneur en électro- 
lytes peut étre un facteur de rupture d’équilibre, la coacen- 
ration en ions hydrogéne en est un autre. Dans les deux cas, 
le phénoméne reléve d’une modification du méme groupe pro- 
téique : les globulines, dont une partie flocule. 

Les floculats produits par l’eau distillée et par l’eau légere- 
ment acidulée sont-ils identiques? On Vignore. Aussi, jusgu’a 
plus ample informé, semble-t-il opportun de les désigner par 
des dénominations différentes. L’eau distillée ferait floculer les 
globulines de dilution par exemple, l'eau légerement acidulée 
les acido-globulines, et suivant les cas, on aura des HCI-glo- 
bulines, SO‘H?-globulines, acéto-globulines, CO?-globu- 
lines. 

Nous étudierons d'abord les acido-globulines, puis les glo- 
bulines de dilution. 


Acipo-GLoBuLines. — Si on dilue un sérum sanguin avec de 
l'eau légerement acide, la floculation de la globuline commence 
: . : . y: OTe 
a partir d'une certaine dilution, augmente d’intensité avec la 
dilution, passe par un maximum, puis décroit de plas en plus 
et s’annule pour une certaine valeur de la dilution. 
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Le phénoméne est trés net, mais il faut le traduire par des 
chiffres. Quelle méthode de mesure employer? 

Dans un colloide en voie de floculation, l’'agglomération des 
eranules provoque une augmentation de l’opacité du sol 
jusqu’é une limite ot se produit la sédimentation des gra- 
nules. L’évolution du colloide est plus ou moins rapide, mais 
la valeur de l’opacité limite est d’autant plus élevée et alteinle 
d’autant plus rapidement, que la fraction du colloide floculé est 
plus grande. On peut donc évaluer l’intensité de la floculation 
soit par la mesure de l’opacité limite, soit par le temps mis 
par le sol a l’atteindre. 

Dans les expériences qui vont suivre, nous apprécierons la 
valeur de la floculation en mesurant l’opacité limile, quand il 
s'agira de comparer des liquides de dilutions équivalentes, et, 
en évaluant le temps mis par le liquide a atteindre cetle opacité 
limite quand les dilutions seront différentes. 

Les chiffres du tableau | donnent un exemple de la flocula- 
tion de !HCl-globuline d'un sérum humain porté & des dilu- 
tions croissantes / par une solution d’acide chlorhydrique. 

t indique le temps que met chaque dilution pour atteindre 
Vopacité limite. 


TAsLeau [. 
ancy oot ae, te ee ait Mer ats: 10 45 25 50 75 425 200 
t.. . . Pas de floculation. 42 h. 30min. 5min. 2h. 5h. Pas de floculation. 


Ainsi, dans la zone de dilution ot se produit la rupture de 
équilibre, la floculation évolue avec une intensilé qui aug- 
mente de plus en plus, passe par un maximum, puis diminue 
progressivement et s’annule. Ce déséquilibre présente donc le 
phénomeéne de zone vis-a-vis de la dilution du sérum. 

Dans l’exemple précité, les valeurs de la dilution qui délimi- 
tent la zone de floculation de l HCl-globuline sont trés sensi- 
blement /—=8, /=125 et celle de la dilution pour laquelle 
Vintensilé du déséquilibre est la plus grande, est trés voisine 
de 25. 

Ces valeurs dépendent de la concentration des ions hydro- 
gene de la dilution sérique. En sorte que, pour un sérum 
donné, les dilutions qui délimitent la zone de floculation de la 
globuline intéressée ainsi que la dilution pour laquelle le désé- 
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quilibre est maximum, présentent des valeurs tout a fait diffé- 
rentes suivant la concentration sous laquelle l’acide est addi- 
tionné & l’eau de dilution. 


INFLUENCE DES 10NS HYDROGENE. — Nos expériences ont été 
elfectuées sur divers sérums (homme, cheval, lapin, cobaye, 
boeuf); Peau de dilution a élé acidulée par les acides : chlorhy- 
drique, acétique, sulfurique, carbonique. 

Des volumes égaux du méme sérum sont dilués également 
par des solutions d’acide de concentrations croissantes. L’inten- 
sité de la floculation est appréciée par la mesure de l’opacilé 
limite A atleinte par le sérum dilué. La concentration des 
ions hydrogéne de chaque dilution est évaluée par la méthode 
électrométrique. 

Les chiffres du tableau I] donnent un exemple des résultats 
obtenus avec un sérum de beeuf dilué dix fois par de |’eau 
distillée additionnée de quantilés croissantes d’acide sulfu- 
rique. 

Les opacités limites 2 sont évaluées au moyen du photo- 
métre Vernes, Bricq et Yvon (écran wratlen «) et exprimées en 
densilé oplique. 


Tasveac II. 
plies Puss pes haber bat Eee GSE A 8,2. peniiG 3,7, B42 
lites cette: . . Pas de floculationn O,41 0,40 0,46 0,14 0,06 Pas de floculation. 


Ainsi. pour une dilution déterminée, la floculation des acido- 
elobulines, présente le phénomene de zone vis-a-vis de la con- 
centration des ions hydrogéne. En d'autres termes, la tlocu- 
lation commence & se manifester a parlir du moment oti le 
pH du sérum dilué est égal a une valeur a, augmente de plus 
en plus d’intensité 4 mesure que le pif diminue a partir de a, 
passe par un maximum pour une valeur 6 du pH, diminue 
ensuite progressivement et s’annule a parlir du moment ou le 
pH aiteint une valeur c (a> 6 > €). 

Le pH du sérum dilué résulte des actions antagonisles du 
pouvoir tampon du sérum et des ions hydrogéne introduils 
par la solution acide. Il diminue de plus en plus 4 mesure que 
croit la dilution, pour tendre finalement vers une valeur limite 
égale au pH de la solution acide. Donc, toules autres choses 
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égales, le pH d’une dilution déterminée est conditionné par la 
concentration des ions hydrogéne de la solution diluante. Kn 
sorte que les dilutions de pH @ et ¢ présentent des valeurs qui 
dépendent du pH de la solution acide. 

Au cours de nos expériences, nous avons été amené a cons- 
tater deux faits qui nous paraissent particuli¢rement impor- 
tants : 

Quel que soit le pil, les acido-globulines n’évoluent d’une 
facon notable, vers la floculation, que si la dilution 4 laquelle 
est porté le sérum est au moins égale & une valeur minima /, 
(pour les divers sérums la valeur /, oscille entre 1,5 et 2,5). 

Les valeurs a et c qui délimitent la zone de déséquilibre des 
acido-globulines sont constantes pour un sérum donné. 

Ces résultats permettent de comprendre le mécanisme du 
déséquilibre des acido-globulines : 

Ces protéines n’évoluent vers la floculation que si le pH du 
sérum dilué est compris entre deux limites déterminées a et Ge 
le pH de la solution acide condilionne le pH du sérum dilué ; 
la valeur de la dilution 4 laquelle doit étre porté le sérum, pour 
que la concentration des ions hydrogéne présente une valeur 
déterminée, dépend du pH dela solution diluante. 

Ainsi, la floculation des acido-globulines, qui, pour un 
sérum donné, se produit toujours entre les mémes limites du pH 
du sérum dilué, évolue au contraire entre les dilutions limites, 
dont les valeurs sont condilionnées par le pH de la solution 
acide ulilisée. 

La limite inférieure du pf que peut atteindre une dilution 
sérique étant égale au pli de la solution diluante, 2 cas peuvent 
se présenter : 

1° Le pH de la solution diluante est inférieur ac; la flocula- 
tion des acido-globulines présente le phénoméne de zone vis- 
a-vis du pH de la dilution sérique; c’est le cas le plus généra- 
lement observé avec les solutions acides. 

2° Le pli de la solution diluante est compris entre a et c; la 
floculation des acido-globulines commence 8 la dilution de pH a, 
suit son évolution normale jusqu’a la dilution du pH limite a 
partir de laquelle elle se continue, pour des dilutions supé- 
rieures, avec la méme intensité. 

Le cas ot le pl de la solution diluante serait supérieur i @ 
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nest pas & envisager pour une solution acide (la valeur de a 
est en effet gale ou légerement supérieure a 7). 

Ainsi ce sont les ions hydrogéne de la solution diluante qui 
conditionnent la floculation des acido-globulines. 

L’influence dépressive que la dilution exerce sur la salinité 
nintervient qu’en tant qu’action de seuil. 

Les acido-globulines représentent en somme la fraction des 
globulines floculables d’un sérum dilué par les ions hydrogéne. 


GLOBULINES DE DILUTION. — Si on dilue un sérum sanguin par 
de Veau distillée, la floculation de la globuline commence a 
partir d’une certaine dilution, augmente dintensité avec la 
dilution, passe par un maximum, décroit de plus en plus et 
s’annule. 

Le phénoméne parait net. Toutefois si on l’examine de trés 
prés, on constate que les dilutions qui délimitent la zone de flo- 
culation peuvent présenter des différences notables suivant 
leau distillée utilisée. 

Il nous est arrivé d’observer, par exemple, le début de la 
zone de floculation de la globuline d’un méme sérum pour des 
dilutions variant du simple au double, suivant que l’eau élait 
fraichement distillée ou distillée depuis longtemps. 

Souvent, nous avons constaté des écarts comparables avec des 
eaux dislillées provenant de laboratoires différents. 

Ces observations, toutes elfectuées sur des sérums normaux, 
sont d’autant plus importantes que certains états pathologiques 
semblent exercer une influence dépressive sur la stabilité en 
eau distillée de la globuline en dilution. 

On peut se demander si les séro-réactions de floculalion par 
Veau distillée qu’on serait tenté d’utiliser pour le diagnostic de 
ces atteintes pathologiques, ne risqueraient pas, dans certains 
cas, d’étre faussées. 

C’est ainsi que nous avons élé amené & étudier le mécanisme 
de la rupture d’équilibre de la globuline de dilution. 

Nos expériences ont été effectuées de la fagon suivante. : 

Des volumes égaux du méme sérum ont été dilués de plus 
en plus par de l'eau distillée; Vintensité de la floculation de la 
globuline a été appréciée par le temps que met chaque dilution 
pour atteindre son opacilé limile; la concentration des ions 
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hydrogéne du sérum dilué est évaluée par la méthode électro- 
métrique. 
Le tableau III donne un exemple de ces mesures relatives 


2 un sérum de cheval. 
Tasceau III, 


Fae wee 10 15 25 50 400 450 300 500 
plikwiecieas BS agit sos. nba 6,7 6, 4 6,4 pe ee ar! 
tic tes. ek wna Pas de floculation. 5 h. 30min. 410 min. 2 he Pas de floculation. 


Dans cet exemple, la floculation de la globuline présente le 
phénoméne de zone vis-a-vis de la dilution et vis-a-vis du pH. 

C'est ce que nous avons observé dans la généralité des cas. 

Mais c’est en effectuant un tres grand nombre d’expériences 
que nous avons pu dégager de ces résultats un fait du plus haut 
intérét. 

Pour un sérum de méme nature, les valeurs de Ja dilution 
qui délimitent la zone de déséquilibre sont trés souvent diffé- 
rentes au cours d'expériences successives et éloignées; tout au 
contraire, c’est toujours entre les mémes limites du pH qu’évolue 
la floculation de Ja globuline de dilution. 

En d’autres termes, la zone de floculation de cetle globuline 
est toujours comprise entre les mémes limites du pH du sérum 
dilué, mais pas forcément entre les mémes limites de la dilu- 
tion. Pour obtenir cette floculation avec une intensilé déter- 
minée, il ne suffit pas de porter le sérum a une certaine dilution, 
mais il est nécessaire que la concentration des ions hydrogéne 
présente une valeur donnée. 

La floculation de la globuline n’est donc pas due au fait que 
la dilution exerce une action dépressive sur la salinité, mais au 
fait qu'elle provoque une augmentation de la concentration des 
ions hydrogéne. 

L’eau distillée se comporle, en somme, de la méme facon 
qu'une solution légérement acide. 

Les eaux distillées utilisées dans les laboratoires sont, en 
effet, rarement neutres; elles sont en général légérement acides. 
Cette acidité provient du gaz carbonique qu’elles contiennent: 
leurs pH d’ailleurs oscillent suivant les circonstances, entre 5,6 
et 6,4 avec une nelte prédominance des valeurs voisines de 5,6. 

L’expérience suivante contirme l’influence exercée par Jes ions 
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hydrogéne de l’acide carbonique contenue dans l'eau distillée, 

Une eau distillée dont le pH a révélé l'acidité est soumise a 
Pébullition; on la laisse refroidir en récipient hermétiquemen. 
bouché; on conslate que son pH a augmenté tres nettement. 

On utilise cette eau pour la dilution d’un sérum sanguin : 
les phénoménes observés sont totalement différents de ceux que 
présentent les dilutions effectuées au moyen de la méme eau 
non bouillie. 

Le tableau IV en fournil un exemple pour le sérum de beuf; 
il donne les pH de dilutions croissantes effectuées au moyen de 
la méme eau distillée : 

a\ Avant ébullition (pll|—5,7). 

6) Aprés ébullition (pH = 6,8). 


TasLeau LV. 
[Ip sect Aawite Diet ed ha erean aa 15 25 50 100 200 500 1.000 
Fauenom bourlliess os 1158 6,8 654 6,5 Do Daa Be 1 
Baw bouillics pasa. vervhc 7,6 iy. 5,4 1 6,9 6,8 6,8 


Cet exemple permet de saisir le mécanisme du déséquilibre 
de la globuline de dilution. Cette protéine présente une zone 
d’instabilité comprise entre deux limites a et ¢ du pH du sérum 
dilué. Le pH du sérum dilué, qui résulte des actions antago- 
nistes du pouvoir tampon du sérum et des ions hydrogéne 
apportés par l’eau distillée, diminue & mesure que croit la dilu- 
tion pour atteindre une limite inférieure qui est égale au pH 
de Veau distillée. 

Soit 6 la valeur du pH de l’eau distillée; 3 cas peuvent se 
produire : 

1° } est supérieur & a; quelle que soit la dilution, aucune 
floculation ne se produit; le pH du sérum dilué reste en effet 
continuellement supérieur 4 @, c’est-a-dire extérieur & la zone 
a-c de déséquilibre. 

2° } est inférieur & @ mais supérieur 4c; la floculation com- 
mence & partir du moment ou Ia dilution est suffisante pour 
que le pH du sérum dilué atteigne la valeur a, augmente de 
plus en plus & mesure que croit la dilution pour atteindre une 
valeur limite lorsque le pH devient égal a 6. 

3° 6 est inférieur 4c; la floculation de la globuline présente 
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le phénoméne de zone & la fois vis-a-vis de la dilution et du pil 
du sérum dilué. 

Le mécanisme du déséquilibre des acido-globulines de dilu- 
tion est donc semblable a celui du déséquilibre des acido- 
globulines. 

Les globulines de dilution sont, en réalité, des CO*-globulines 
qui font partie des acido-globulines. 

Ces résullats permettent de conclure que toutes ces protéines 
évoluent vers Ja floculation sous linfluence de la méme cause et 
représentent, en somme, les fractions de la globuline, qui, dans 
un sérum dilué, sont floculables par les ions hydrogéne. 


* 
i.e 


Les observations ci-aprés s’appliquent aux acido-globulines. 
Chaque séparation est effectuée dans les conditions de dilution 
et de pH! pour lesquelles la floculation de ces proléines se produit 
avec l’intensité maxima; le floculat ainsi obtenu est séparé par 
centrifugation puis dissous dans de l’eau physiologique. Pour 
la plupart de nos expériences, nous avons utilisé le sérum de 
boeuf, celui du mouton a servi pour quelques-unes d’entre elles. 

Un courant de gaz carbonique lancé & travers la solution 
physiologique d’une acido-globuline en rompt l’équilibre col- 
loidal; cette rupture présente les caractéres d’une floculation 
partielle. L’opacité de la solution augmente de plus en plus 
pour tendre vers une limite ou se produit Ja sédimentation 
d’une fraction des protéines qui la constilue. 

Ce phénoméne a déja été observé par J. Bordet et K. B. Me 
Kinley pour le cas particulier de la CO?-globuline. 

Postérieurement & ces auteurs, nous avons eu l'occasion de 
signaler que la CO*-globuline, en milieu physiologique, est 
amenée par le gaz carbonique 4 l'état de floculation partielle. 
Ces expériences ont été effectuées dans les conditions trés parti- 
culiéres (CO*-globuline séparée d’un sérum trés frais et dis- 
soute dans un volume d’eau physiologique. égal & celui du 
sérum dont elle est tirée) que nécessitait le but des recherches 
(propriétés alexiques de la CO*-globuline). 

Elles nous ont amené & conclure qu’en milieu physiologique 
la CO?-globuline se comporte comme si elle était constituée 
par l'association complexe de deux groupes protéiques A et b. 


ETUDE DES ACIDO-GLOBULINES : LA PROTEINE C ASL 


Le groupe A (protéine A), floculé par le gaz carbonique, est 
insoluble dans l’eau ou dans l’eau physiologique ; le groupe B 
(protéine B), stable au gaz carbonique, est au contraire soluble 
dans l’eau physiologique. La propriété du chainon central de 
Valexine que possede la CO2-globuline naccompagne pas la 
protéine A au cours de sa floculation, mais subsiste dans la 
protéine B. 

Au cours de nos expériences, nous avons constaté un fait 
tres particulier. 

Le floculat engendré par le gaz carbonique dans la solution 
physiologique d'une acido-globuline présente uniquement les 
caractéres de la protéine A dans le cas seulement oti cetle solu- 
tion physiologique a été oblenue sous les conditions expérimen- 
tales précitées (acido-globuline séparée d’un sérum frais et 
dissoute dans un volume d’eau physiologique égal & celui du 
sérum dont elle a été tirée). 

Mais lorsque ces condilions ne sont pas observées, le phéno- 
méne est beaucoup plus complexe du fait que la floculation 
partielle, subie par la solution physiologique de l’acido-globu- 
line, intéresse non seulement la protéine A mais aussi une 
autre proléine appartenant au groupe B. 

C’est ce que montrent les expériences rapportées ci-dessous. 

On provoque dans des volumes égaux V du méme sérum la flo- 
culation de l’acido-globuline. Chaque floculat est dissous dans un 
volume différent v d’eau physiologique. Un courant de gaz car- 
bonique lancé a travers ces solutions les améne a l'état de flocu- 
lation partielle. Chacun des floculats obtenus est séparé par cen- 
trifugation, desséché dans le vide, puis pesé. On constate que ce 
poids augmente notablement & mesure que diminue le volume v 
de l'eau physiologique qui sert a dissoudre l’acido-globuline. 

Le tableau V en donne un exemple pour la CO?-globuline du 
boeuf. Pour chaque expérience, le volume V du sérum est de 
200 cent. cubes; P indique, en milligrammes, Je poids, aprés 
dessiccation, de chacun des floculats retiré des solutions phy- 
siologiques de CO?-globuline de volumes v cent. cubes décrois- 
sants. 


TasLeau V. 
2) alee Bs a aa eae 250) 2.00 100 50 30 20, 
Dee did oe ME ood Chae 85 100 440 210 460 496 
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Si, au lieu d’utiliser le sérum a |’état frais, on le conserve 
quelques jours (stérilement et a 0°), on constate que, toutes 
autres choses égales, la fraction d’acido-globuline floculable par 
le gaz carbonique est plus élevée. 

Nous avons pu conslater que cet accroissement pondéral du 
floculat est di & la présence d’un nouveau constituant que nous 
appellerons da protéine C; cetle protéine posséde la propriété 
d’étre soluble dans l’eau physiologique @ chaud seulement. 

En effet, les floculats obtenus au cours d’expériences simi- 
laires aux précédentes sont dispersés séparément dans des 
volumes égaux d’eau physiologique, portés au bain-marie (45°) 
pendant un quart d’heure, puis centrifugés extemporanément. 
On recueille ainsi dans chaque cas un précipité (protéine A 
insoluble 4 chaud et a froid dans l’eau physiologique). La solu- 
tion surnageante amenée a 0° laisse déposer la protéine C en 
quantités d’autant plus grandes que le poids du floculat est 
plus élevé. ; 


SEPARATION DE LA PROTEINE C. — Le vieillissement du sérum 
et la concentration de l’acido-globuline, en eau physiologique, 
exercent sur le complexe B une action déstabilisante que 
montre le déséquilibre progressif d’un de ses constituants, la 
protéine C qui devient de plus en plus floculable par le gaz 
carbonique. 

Le vieillissement conditionne l’aptitude & la floculation de 
cette protéine et son'réle est particuliérement important. 

Au cours du vieillissement, tout se passe en effet comme si 
le complexe B de l’acido-globuline perdait peu & peu sa stabi- 
lité; cette influence dépressive semble s’exercer électivement 
sur un de ses constituants : la protéine C. 

Si le vieillissement se prolonge, ce phénoméne se précise de 
plus en plus, au point que le gaz carbonique contenu dans l’eau 
physiologique qui sert 4 dissoudre l’acido-globuline, suffit pour 
déséquilibrer une fraction de la protéine C. En-effet, nous avons 
constaté trés souvent que |’acido-globuline séparée d’un sérum 
suffisamment vieux (huit & dix jours de conservation stérile et 
& 0°) n’est "que partiellement soluble en eau physiologique, et 
que la{fraction{insoluble présente les propriétés de la protéine C. 
Cette méme acido-globuline est d’ailleurs entiérement soluble 
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dans l’eau physiologique dont le gaz carbonique a été chassé 
par’l’ébullition. 

Si le vieillissement se prolonge encore, la protéine C évolue 
progressivement vers une dénaturation que traduit une dimi- 
nution de plus en plus nette de sa sensibilité thermique, et, 
a la limite, une insolubilité totale & chaud et a froid dans eau 
physiologique. 

La méthode de séparation de la protéine C que nous utilisons 
est donc basée sur le déséquilibre subi par le complexe B, 
d’'abord, au sein du sérum, au cours du vieillissement, ensuite 
en solution concentrée. Mais ce déséquilibre n’est pas complet 
et n’affecte qu'une fraction de la proléine C dont la séparation 
n’est jamais totale. 

Le vieillissement est un des facteurs prépondérants de celte 
déstabilisation, mais il provoque, ainsi que nous le verrons par 
la suite, une transformation de la protéine Cdont les propriétés 
physiques évoluent en fonction de l’age du sérum. 

Le vieillissement du complexe B exerce aussi une influence 
dépressive sur la stabilité de son constituant C. 

Ces observations nous ont amené 4 utiliser la méthode sui- 
vante pour obtenir une séparation quasi-totale de la protéine C. 

Le sérum est conservé stérilement et & 0° pendant cing 8 six 
jours; on procéde a la séparation de l’acido-globuline qui est 
dissoute ensuite dans un volume d’eau physiologique égal au 
1/10 de celui du sérum traité. 

Pendant dix minutes environ, cette solution est traversée par 
un courant lent et prolongé de gaz carbonique: elle est ensuite 
centrifugée et le précipité, dispersé dans de l’eau physiologique, 
est porté au bain-marie (45°); une nouvelle centrifugation permet 
de séparer la fraction insoluble 4 chaud (protéine A). La solu- 
tion surnageante refroidie & 0° laisse déposer la protéine C. 

La fraction de l’acido-globuline qui n’a pas été déséquilibrée 
par le gaz carbonique est conservée pendant deux 4 trois jours 
stérilement et 4 0°. Dans ces conditions, elle se trouble progres- 
sivement et, soumise & l’action du gaz carbonique, flocule par- 
tiellement. Le floculat présente les caractéres de la protéine C. 
En général, le liquide surnageant ne se trouble plus par le gaz 
carbonique; il ne contient vraisemblablement plus ou presque 


plus de protéine C. 
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Proprittis dE LA proréine C. — La protéine C présente les 
caractéres d’une substance colloidale dont le degré de la disper- 
sion granulaire, en milieu aqueux, serait conditionné, a la 
fois, par la concentration des ions hydrogine, la salinité et la 
température. 

Nous rappelons que l’évolution de la dispersion d’un sol 
colloidal peut étre suivie, en accord avec la loi de lord Rayleigh, 
par la mesure de l’opacité, ou de la lumiére diffusée, ou méme 
du taux de polarisation de cette derniére, a condition que les 
variations simullanées de ces constantes optiques soient de 
méme sens. Leur accroissement indique une diminution de 
la dispersion, et leur diminution, au contraire, une augmenta- 
tion de la dispersion. 

La protéine C, insoluble dans l’eau, commence & se peptiser 
dans les solutions de chlorure de sodium lorsque la concentra- 
tion du sel alteint 2,5 p. 100 et s’y disperse de plus en plus 
pour des concentrations supérieures. L’opacité, la quantité de 
lumiére diffusée et le taux de polarisation de cette derniére 
diminuent & mesure que croit fa salinilé. Le degré de disper- 
sion des granules de la protéine C varie en somme dans le 
méme sens que la concentration du sel. 


PHENOMENES OBSERVES EN MILIEU PHYSIOLOGIQUE. — La protéine C 
est insoluble dans l’eau physiologique, mais le chauffage exerce 
sur elle une action solubilisante tres nette. Il suffit, en effet, de 
porter cette protéine & 40°, en milieu physiologique, pour qu’elle 
s'y disperse trés rapidement. Cette action est réversible; la 
protéine C précipite progressivement de sa solution & mesure 
que cette derniére se refroidit. 

Sion augmente la température, |’accroissement de la disper- 
sion se précise en méme temps que croit la stabilité de la pro- 
téine qui précipile de plus en plus lentement de sa solution 
refroidie. 

Ainsi, la protéine C subit une dispersion qui augmente & 
mesure que croit le chauffage. Lorsque la solution se refroidit, 
la dispersion diminue, les granules s’agglomérent et la pro- 
téine C évolue vers la floculation. 

C'est sur cette agglomération granulaire, observée au cours du 
refroidissement, que la température de chauffe exerce une 
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influence progressivement dépressive. L’agglomération granu- 
laire évolue, en effet, d'autant plus lentement, au cours du 
refroidissement que, toutes autres choses égales, la tempéra- 
ture de chauffe a été plus élevée. Elle peut méme acquérir une 
vitesse infiniment lente de telle sorte que la protéine C se sta- 
bilise, & froid, trés sensiblement au degré de dispersion auquel 
le chauffage l’avait amenée. 

C’est ce que permet de constater le genre d’expérience ci-des- 
sous. 

Des fractions égales d’une solution de protéine C sont main- 
tenues pendant un temps déterminé a des températures crois- 
santes de 40° 4 60°, puis ramenées & la température de 10°. 
L’évolution de la dispersion granulaire est évaluée par l’opa- 
cité des solutions, mesurée a la fin du chauffage, et, ensuite, & 
température de 10°. 

Les chiffres du tableau VI traduisent les résultats obtenus au 
cours d’une de ces expériences. La protéine C, séparée de 200 
cent. cubes de sérum de beeuf, a 616 dispersée dans 50 cent. cubes 
d’eau physiologique a 40° et divisée ensuite en fractions égales. 

t indique la température du chauffage (durée dix minutes) et 
Ah Vopacité évaluée en densité optique. 


Tasreau VI. 
fz 0, buete, Some ame ae 40 45 50 52 54 57 59 60 
Wa latin durchauttace. ) 10550) 0531" 0,09" 003° 0,03) 002) 002" 0, 02 
BeBe Oe ag NER oF Sédimentation. 0,62 10.455 0,06 = 0,02. 10502 


Ainsi schématisé, ce phénoméne apparait trés simple. II est, 
en réalité, compliqué par le fait quwil est conditionné quantita- 
tivement par de nombreux facteurs parmi lesquels nous cite- 
rons : histoire antérieure du sérum dont provient la pro- 
téine C, le vieillissement de cette protéine, sa concentration en 
milieu physiologique, celle des ions hydrogéne, la durée du 
chauffage, etc. 

Suivant les conditions expérimentales, les phénoménes 
observés, qualitativement semblables, peuvent étre quantitati- 
vement trés différents. 

Les résultats consignés dans le tableau VI aménent a penser 
que l’action stabilisante exercée par le chaullage sur la pro- 
téine C se produit a partir de la température de 55°. C’est ce que 
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nous avons souvent observé. Toutefois, dans de nombreuses 
expériences, nous avons constaté que cette stabilisation avait 
lieu & partir de températures supérieures ou inférieures & 55°. 

Cela provient, comme nous l'avons constaté au cours de nos 
recherches, de intervention des facteurs qui conditionnent ce 
phénoméne. 

L’augmentation de la concentration des ions hydrogéne 
exerce sur la stabilisation thermique de la protéine C une 
influence dépressive; cette protéine est d’autant plus sensible 
au chauffage qu’elle est plus diluée; le vieillissement prolongé 
du sérum diminue celte sensibilité. 

Si le chauffage est trop intense, la proléine C, aprés avoir 
subi l’action dispersante précitée, peut évoluer, par aggloméra- 
tion granulaire, vers la floculation. Cette évolution est irréver- 
sible en sorte que le refroidissement stabilise la protéine dans 
Vétat physique ot elle se trouvait a la fin du chauffage. 

Si l'action thermique est encore plus poussée, la floculation 
de la protéine se produit d’une fagon toujours irréversible; le 
floculat est insoluble & toute température dans l’eau physiolo- 
gique. 

Ce phénoméne est trés net lorsque la protéine Cest disperscée, 
en milieu physiologique, sous une forte concentration. 

Le tableau VII en donne un exemple. 

La protéine C, séparée de 200 cent. cubes de sérum de beuf, 
est dispersée a 40° dans 18 cent. cubes d’eau physiologique; 
des fractions égales de cette solution sont portées pendant vingt 
minutes & des températures croissantes de 40 & 60°. 


Tapreau VII. 
i TOnIdCOTCS Gate ics GRD f 45 50 53 57 59 60 
hala fin du chauffage .... 0,45 0,09 0,08 0,10 0,38 0,75 
Tp OC Rs ueets. G Le Chie pom Sédimentation. 0,45 0,413 0,35 0,80 


Lorsque le sérum a subi un vieillissement trop prolongé (dix 
& quinze jours par exemple), la protéine C qu’on en retire se 
révéle trés peu sensible a Vaction dispersante du chauffage. 
Lorsqu’elle se disperse, dans l’eau physiologique, sous l’influence 
de ce facteur thermique, c’est souvent sous la forme d’un sol 
trouble, qui indique une agglomération granulaire avancée. 

Le tableau VIIT en donne un exemple pour Ja protéine C 
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d'un sérum humain (volume du sérum 20 cent. cubes); dispersée 
dans 10 cent. cubes d’eau physiologique, est portée, par fractions 
égales, 4 des températures de 45° & 60°. Le sérum a 6té conservé 
stérilement pendant quatorze jours. 


Tasieau VIII. 


EMeRIGEONE Sik EA tisbes ad 4B 50 54 57 59 
f a la fin du chauffage. 0,39 0,36 0,35 0,34 0,34 
"ree OO an cia ae a ld Sédimentation partielle. 0,36 0,30 ee) 


Le chauffage modifie, au sein méme du sérum, |’état physique 
de la protéine C. Cette action se traduit par une augmentation 
de Ja stabilité du complexe RB. 

C’est ainsi que, toutes autres choses égales, le gaz carbo- 
nique provoquera plus ou moins facilement la floculation 
de la protéine C, suivant que le sérum gui a fourni |’acido- 
globuline n’aura pas été chauffé ou aura subi un chauffage 
préalable. 

Le tableau IX donne un exemple de ces résultats; on y a 
relevé les opacités limites A atteintes par des solutions physio- 
logiques équivalentes d’acido-globulines tirées du méme sérum 
de mouton non chauffé ou chauffé, aprés qu’elles ont été tra- 
versées par un courant lent et prolongé de gaz carbonique; 
pour chaque expérience, !’acido-globuline séparée de 50 cent. 
cubes de sérum a été dissoute dans 5 cent. cubes d’eau physio- 
logique, ¢ indique les températures auxquelles ont été portés 
pendant vingt minutes les divers échanlillons de sérum. 


TasLeau IX. 
t, en degrés. . Nonchauflé. 45 50 55 ba 58 59 60 
HECREIG 2,85 2,80 2,70 2,01 14,12 0,90 Paste — Pas de 


floculation. floculation. 


Ainsi, Jes facteurs chauffage et vieillissement exercent sur la 
protéine C deux actions tolalement opposées; la premiére la sta- 
bilise et la deuxiéme la déstabilise. 

C’estle groupe B de l’acido-globuline qui révéle le sens de cette 
influence par la réaction qu'il oppose a l’aclion floculante que 
le gaz carbonique exerce sur son constituant C. 

A la limite, c’est-a-dire lorsque le vieillissement est tres pro- 
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longé ou le chauffage trés intense, ces modifications de la pro- 
téine C sont trés prononcées. 

Pour un vieillissement suffisant, la sensibilité du complexe B 
a action floculante du gaz carbonique augmente considérable- 
ment, au point de réagir & la faible proportion de ce gaz qui 
est dissous dans l’eau physiologique. C’est ce que traduit, ainsi 
que nous l’avons montré ci-dessus, l'insolubilité partielle de 
l'acido-globuline dans ce solvant. Nombreux sont les auteurs 
qui ont constaté que, fréquemment, la globuline obtenue par 
addition au sérum d’une solution acide, n’est soluble qu’en 
partie dans eau physiologique, ce qu’on explique par une 
dénaturation partielle de cette protéine. On peut se demander 
si ce phénoméne ne traduit pas, plus simplement, la déstabili- 
sation de la protéine C. 

Lorsque le vicillissement est trés prolongé et s’etfectue sléri- 
lement (ampoules scellées), on sait que Je sérum se trouble 
progressivement. Le précipité qu’on recueille présente, comme 
nous avons pu le constater, la sensibilité thermique atténuée que 
manifeste la protéine C aprés un vieillissement prolongé. Insv- 
luble en eau physiologique, ce précipilé s’'y disperse par un 
chauffage suffisamment intense. 

Lorsque Je sérum est chaulfé, les phénoménes sont différents. 
L’acido-globuline acquiert une stabilité de plus en plus grande 
vis-a-vis de l’action floculaate du gaz carbonique, au point 
que la séparation des constituants A et C peut devenir impos- 
sible. 

Parallélement & ceite stabilisation, le phénoméne de la flocu- 
lation de l'acido-globuline en sérum dilué est modifié. 

Linfluence exercée sur ce phénoméne se traduit par un 
déplacement de la zone de floculation. La valeur a du pH a 
partir de laquelle commence la floculation est, en effet, d’autant 
plus faible que le sérum a été chaulfé plus intensément, c’est- 
i-dire que l’acido-globuline est plus stable. En méme temps 
que diminue a, la valeur 6 du pH pour lequel la floculation 
est maxima décroit légérement. 

Les chiffres du tableau X donnent en exemple, pour un 
sérum de mouton, les valeurs des pH a et 0. 

¢ indique les lempératures auxquelles ont été portées, pen- 
dant quinze minutes, les diverses fractions de ce sérum : 
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Tasieau X. 
GMCUNGESTES ee ne eat Non chauffé. 50 54 56 58 60 
ied, Gees ely ae Sea 7,2 1,2 7,4 i 6,9 6,7 
(A ee ce Sea 6,5 6,3 6,4 6,4 6,3 6,3 


Si le chaullage est suffisant, Vintensilé de la floculation 
diminue vn méme temps que se déplacent les limites de Ja 
zone. 

La stabilisation, au sein du sérum, de Vacido-globuline, se 
traduit donc par une diminution progressive de la sensibilité de 
celte protéine a l’action déséquilibrante des ions hydrogéne. 

La stabilité trés prononcée, a Ja dilution, des globulines d’un 
sérum chauffé, connue depuis longtemps, pourrait donc s’expli- 
quer par la stabilisation préalable, au sein méme du sérum, de 
ce groupe protéique. 

La protéine C est un des constituants du complexe B de 
lacido-globuline. Or, ce complexe posséde, ainsi que nous 
Vavons signalé pour la CO? globuline, la propriété du chainon 
central de l’alexine. 

Le chauffage modifie certainement l'état physique de la 
protéine C et ce méme facleur physique, appliqué au groupe B, 
exerce une influence dépressive sur la propriété du chainon 
central de l’alexine. 

On peut done se demander s'il n’existe pas une relation 
entre les modifications d’état physique subies par la protéine C 
au cours du chauffage et les variations des propriétés alexiques 
du complexe B. 

Cette hypothése parait d’autant plus plausible que le vieil- 
lissement du sérum exerce sur la protéine ( et sur le com- 
plexe B une influence qui se traduit, pour Ja protéine, par une 
dénaturation partielle ou totale et, pour le complexe, par une 
destruction partielle ou totale de Ja propriété du chainon cen- 
tral de l’alexine. 

D’autre part, le chauffage modifie, au sein méme du sérum, 
l'état physique de Ja protéine C, en méme temps qu'il exerce 
une influence progressive sur le complément et en particulier 
sur son chainon central. 

Ainsi, il semble bien qu'il existe une relation entre les 
modifications de l’état physique de la protéine C et les varia- 
tions des propriétés alexiques du complexe B. 
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Ces résultats sont susceptibles d’apporter une contribution & 
la connaissance du mécanisme alexique. 


ConccLusioNn. 


1° Les phénoménes de floculation observés dans les sérums 
dilués par de l’eau additionnée d’un des acides suivants : HCl, 
SO‘H?, CH:CO?:H, CU?H? sont principalement dus a l’action flocu- 
lante que les ions hydrogéne exercent sur une fraction de la 
globuline : l’acido-globuline. 

Lorsque le liquide de dilution est de l'eau distillée, la flocu- 
lation qui se produit trés fréquemment est engendrée par les 
ions hydrogéne provenant de l’acide carbonique dissous dans 
l'eau. Les globulines qui sont ainsi déséquilibrées sont en 
réalité des CO?-globulines et appartiennent a la catégorie des 
acido-globulines. 

Ainsi, ce n’est pas principalement la diminulion de la sali- 
nité qui, dans un sérum dilué, provoque le déséquilibre d'une 
fraction de ses globulines, mais c’est l’apport dions hydrogéne 
qu’effectue l’eau de dilution. On comprend alors le phénoméne 
de zone observé pour ces floculations non seulement avec les 
solutions acidulées mais aussi avec l'eau distillée. 

Klausner a signalé Vaptitude spéciale d'un sérum syphili- 
lique & précipiter en présence d’eau distillée. Les diverses véri- 
fications de cette observation n’ont pas fourni des résultats 
toujours satisfaisants. Elles ont été effectuées en comparant, & 
égale dilution, la stabilité de la globuline de sérums syphili- 
tiques et de sérums normaux, sans que la concentration des 
ions hydrogéne ail jamais été, & notre connaissance, considérée 
comme un des facteurs du phénomene. 

Il serait intéressant de reprendre cette question. 

On peut se demander, en effet, si les observations de Klausner 
ne traduisent pas, en réalité, |’augmentation, chez un syphili- 
tique, de la sensibilité de l’acido-globuline a l’action floculante 
des ions hydrogéne. 

2° L’acido-globuline se comporte comme si elle était cons- 
tituée par l'association complexe de deux groupes protéiques A 
et B, séparables l’un de l'autre par le passage d’un courant de 
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gaz carbonique a travers la solution physiologique de l'acido- 
globuline. 

Lorsque Ja concentration de l'acido-globuline en milieu phy- 
siologique est élevée et lorsque le sérum a subi au préalable 
un certain vieillissement, le gaz carbonique déséquilibre aussi 
le complexe B et provoque la floculation d’un de ses consti- 
tuants : da protéine C. 

Les propriélés physiques de cette protéine sont trés particu- 
liéres. Insoluble dans l'eau, la protéine UC se comporte comme 
une substance colloidale dont le degré de la dispersion granu- 
laire, en solution de chlorure de sodium, est conditionnée prin- 
cipalement par la concentration du sel et par la température. 

Dispersée par des solutions concentrées de chlorure de 
sodium, elle est insoluble dans leau physiologique. Mais le 
chauffage exerce sur elle une action dispersante, en milieu 
physiologique, qui se précise de plus en plus & mesure 
qu’augmente l’intensité de ce facteur thermique. 

Cette action, réversible au début (la protéine précipite de sa 
solution refroidie), devient progressivement irréversible a 
mesure que croit le chauffage, qui, de ce fait, stabilise la pro- 
téine. 

Au sein méme du sérum, le vieillissement modifie son état 
physique. Cette action, qui se traduit d’abord par une dimi- 
nution de la stabilité du complexe B, se continue par une 
dénaturation progressive de la protéine C. 

Le chauffage du sérum modifie aussi l’état physique de la 
protéine C; il stabilise le complexe B en méme temps que la 
protéine C se révéle plus stable en eau physiologique. 

Ces résultats présentent un intérét tout particulier du fait 
que le groupe protéique B, dont la protéine C est un des 
constituants, posséde la totalité de la propriété du chainon 
central de l’alexine qui accompagne l’acido-globuline dans sa 
floculation. 

On ne peut s’empécher de rapprocher les modifications phy- 
siques subies, au cours du chauffage, par la proltéine G, de 
V’influence dépressive que ce facteur thermique exerce sur la 
propriété alexique du groupe B. 

On est frappé aussi par l’évolution d'état physique de la pro- 
téine C qu’engendre, au sein méme du sérum, un vieillisse- 
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-ment prolongé, si on considére que ce méme facteur exerce 
sur le complément et particuliérement sur son chainon central, 
une influence de plus en plus dépressive. 

On doit enfin considérer que le chauffage modifie, au sein du 
sérum, l’état physique de la protéine C en méme temps quil 
exerce, sur les propriétés alexiques, une influence dépressive 
et méme destructive. 

C’est pourquoi nous avons consigné ici ces premiers résultats 
qui peuvent apporter une contribution & la connaissance du 
mécanisme alexique et plus particuliérement du chainon cen- 
tral de l'alexine. 
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ERRATA 


Article de Jevrem Nedelkovitch (ces Annales, 57, aovt 1936, p. 171). 
Page 181, ligne 22-23, au lieu de: ponctionné le 3 mars et ensemencé le 
14 juin, dire : ponctionné le 30 mars, ensemencé le 44 avril. 
Page 181, ligne 28, au lieu de: Le 416 juin, lire : Le 16 avril. 
Page 188, ligne 16, au lieu de: (v. fig. 20 et 21), lire : (v. fig. 22 et 23). 


Le Gérant : G. Masson. 
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